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 Liste des abréviations 
 
 […] : concentration en … 
%m : pourcentage massique d’un l’élément chimique ou d’un isotope 
A AAN : Analyse par Activation Neutronique 
AH : Acides Humiques 
AF : Acides Fulviques 
AFM : Atomic Force Microscope ; microscope à force atomique 
ATG : Analyse ThermoGravimétrique 
B BET : méthode de mesure de surface spécifique reposant sur la théorie de Brunauer, Emmet et 
Teller 
C CB : noir de fumée CBFR100 
CCVD : Catalytic Chemical Vapor Deposition ; dépôt chimique catalytique en phase vapeur 
CL50 : Concentration Létale médiane 
CE50 : Concentration Effective médiane 
CMC : CarboxyMéthylCellulose 
CP : CycloPhosphamide 
CRO et CRY : crocidolite et chrysotile (amiantes) 
CTAB : CetylTrimethylAmonium Bromide ; bromure de cétrimonium 
D DLS : Dynamic Light Scattering ; diffusion dynamique de la lumière 
DO : Densité Optique 
DWNT (ou DWCNT) : Double-Walled Carbon Nanotube ; nanotube(s) de carbone biparois 
DW12C et DW13C : DWNT constitués respectivement uniquement d’atomes de 12C et presque 
exclusivement de 
13
C 
E ED : Eau Désionisée 
EM : ElectroMagnétique 
EMN (‰) : nombre d’Erythrocytes à un ou plusieurs MicroNoyau(x) pour un total de 1000 
érythrocytes 
ER : Eau Reconstituée 
F FFF : Field Flow Fractionation ; fractionnement par couplage Fux-Force 
G GA : Gomme Arabique 
GSH et GSSG : forme réduite et forme oxydée du glutathion 
H HF : HyperFréquence(s) 
I ID/IG : rapport entre l’intensité de la bande D et l’intensité de la bande G (spectroscopie Raman) 
ICP-AES : Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry ; spectrométrie 
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d’émission optique 
ICP-MS : Inductively Coupled Plasma–Mass Spectrometry ; spectrométrie de masse 
IntT, Int10 : échantillons d’intestins de larves respectivement issues du milieu T- et exposées 
en conditions semi-statiques, pendant 12 jours, à 10 mg/L de DWNT bruts 
L LarT, Lar10, Lar50 : échantillons de larves entières respectivement issues du milieu T- et 
exposées en conditions statiques, pendant 96h, à 10 ou 50 mg/L de DWNT bruts 
LPC : LysoPhosphatidylCholine 
Lu : Lumière intestinale 
M MALS : Multi-Angle Light Scattering ; diffusion multi-angulaire de la lumière 
MEB (-FEG) : Microscopie ou Microscope Electronique à Balayage (à effet de champ pour 
Field Emission Gun) 
MET (-HR) : Microscopie ou Microscope Electronique en Transmission (Haute Résolution) 
MB : Membrane Basale 
MN : MicroNoyau 
MO(N) : Matière Organique (Naturelle) 
MOD : Matière Organique Dissoute 
MWNT (ou MWCNT) : Multi-Walled Carbon Nanotube ; nanotube(s) de carbone multiparois 
MWNT-g1 et –g2 : gamme de concentrations d’exposition aux MWNT bruts ; respectivement 
0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L et 0,05 – 0,5 – 5 – 25 mg/L. 
MW12C et MW13C : MWNT constitués respectivement uniquement d’atomes de 12C et à la 
fois de 
12
C et de 
13
C 
Mv : Microvillosités 
N NF : NanoFibres de carbone 
NM : NanoMatériau 
NP : NanoParticule 
NTC : NanoTube de Carbone 
NTC12C et NTC13C : DWNT ou MWNT constitués respectivement uniquement d’atomes de 
12
C et à la fois de 
12
C et de 
13
C 
P PEI : PolyEtherImide 
PVP : PolyVinylPyrrolidone 
R ROS : Reactive Oxygen Species ; dérivés réactifs de l’oxygène 
S SDBS : Sodium Dodecyl Benzene Sulfonate ; dodécylbenzènesulfonate de sodium 
SDS : Sodium Dodecyl Sulfate ; dodécylsulfate de sodium 
SF : (coupe) Semi-Fine 
SLSN : Sans Larve et Sans Nourriture 
SM : Solution ou Suspension Mère 
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SWNT (ou SWCNT) : Single-Wall Carbon Nanotube ; nanotube(s) de carbone monoparoi 
T T- : témoin négatif 
T+ : témoin positif 
TCMC, TGA, TDW, TPb : témoin constitué d’ER et respectivement de CMC, de GA, de 
DWNT bruts et de Pb(II). 
TE : Tube à Essai 
U UF : (coupe) Ultra-Fine 
US : UltraSons 
UT : Ultra-Turrax® 
UV : UltraViolet 
X XenT : échantillon composé de IntT et de LarT 
XPS : X-ray Photoelectron Spectrometry; spectrométrie photoélectronique à rayons X 
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 Introduction générale 
 
 
Les travaux de thèse présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans une thématique de recherche 
transversale aux Sciences des Matériaux et à l’Ecotoxicologie : l’évaluation de l’écotoxicité de 
nanotubes de carbone en milieu aqueux. Elle engage deux laboratoires toulousains, le CIRIMAT 
(Centre Inter-universitaire de Recherche et d’Ingénierie des Matériaux) et EcoLab (Laboratoire 
Ecologie fonctionnelle et Environnement), ainsi que le leader chimique Arkema-France. 
En effet, depuis 2005, cette thématique réunit des membres de l’équipe NNC (Nanocomposites et 
Nanotubes de Carbone) du CIRIMAT, dont E. Flahaut, et de l’équipe ECSECO (Ecotoxicologie et 
Santé des Ecosystèmes) d’EcoLab, dont L. Gauthier et F. Mouchet, qui mettent à profit leurs 
compétences et leurs outils spécifiques à chacun de ces deux domaines. Le CIRIMAT a mis au point 
une technique de synthèse de nanotubes de carbone biparois par dépôt chimique catalytique en phase 
vapeur, par réduction sélective de catalyseur Co/Mo-MgO (à base de solutions solides d’oxydes de 
cobalt contenant du molybdène), sous atmosphère contenant un mélange d’hydrogène et de méthane. 
Par ailleurs, il a accès à des outils dédiés à la caractérisation des nanotubes de carbone, tels que la 
microscopie électronique en transmission et la spectroscopie Raman, et dispose d’appareils permettant 
la préparation de suspensions de nanotubes de carbone, nécessaires à la réalisation de bioessais. Quant 
à EcoLab, il a développé des protocoles d’évaluation de l’écotoxicité de contaminants 
environnementaux chez des organismes aquatiques modèles, tels que l’amphibien Xenopus laevis 
(xénope). Le test micronoyau sur amphibien (évaluation de la génotoxicité) a d’ailleurs fait l’objet 
d’une normalisation au niveau national et international. 
Par ailleurs, des travaux sont réalisés depuis 2007 en partenariat avec l’industriel Arkema-France. 
Cette collaboration offre, entre autres, la possibilité d’étudier un autre type de nanotubes de carbone, 
puisque cet industriel est détenteur de brevets et d’un pilote de production de nanotubes de carbone 
multiparois à l’échelle pré-industrielle, sur le site de Lacq (Pyrénées Atlantiques). Cette collaboration 
a abouti à la création, en 2010, du laboratoire commun Nautile (Nanotubes et Ecotoxicologie), premier 
laboratoire commun de recherche mixte public (Centre National de la Recherche Scientifique, Institut 
Polytechnique de Toulouse et Université Paul Sabatier)/privé (Arkema-France) dédié à l’étude de 
l’impact écotoxicologique des nanotubes de carbone dans le compartiment aquatique (eau douce).  
Enfin, il convient de préciser que des travaux de thèse, réalisés auparavant par P. Landois (2005-
2008), ont permis d’acquérir des connaissances essentielles pour orienter les axes de recherche des 
travaux effectués par la suite, dont ceux présentés dans ce manuscrit. 
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Dans ce contexte, les travaux engagés sur l’évaluation de la toxicité potentielle des nanotubes de 
carbone biparois et des nanotubes de carbone multiparois (synthétisés respectivement au CIRIMAT et 
par Arkema-France) chez la larve de xénope ont été poursuivis, en utilisant deux scénarios 
d’exposition. Le premier prend en compte l’agglomération et la sédimentation rapides des nanotubes 
de carbone bruts dans l’eau. Le second tient compte de la présence, dans les milieux aquatiques, de 
composés naturels, tels que la matière organique, et de composés de synthèse pouvant entrainer la 
persistance de nanotubes de carbone, plus ou moins individualisés, dans la colonne d’eau, et la 
modulation des réponses biologiques. Sur la base des travaux de thèse de Landois, des protocoles 
originaux de dispersion physique et/ou chimiques et de renouvellement des milieux d’exposition des 
larves de xénope ont été respectivement mis au point et adaptés du protocole de renouvellement des 
milieux recommandé par les normes du test micronoyau. Cette étape était nécessaire à la réalisation de 
bioessais réalisés à partir de suspensions de nanotubes de carbone multiparois bruts ou dispersés en 
présence de gomme arabique ou de carboxyméthylcellulose, mais également de nanotubes de carbone 
biparois dispersés à l’aide de carboxyméthylcellulose. La toxicité d’amiantes et de noir de fumée a 
également été étudiée, à la fois à titre comparatif et pour tenter de trouver un matériau de contrôle 
(témoin positif) de l’inhibition de la croissance des larves, adapté aux essais micronoyau réalisés à 
partir de nanotubes de carbone. 
Toujours dans le cadre d’une démarche prospective menée au laboratoire, nous avons envisagé 
l’exposition simultanée (co-exposition) des larves de xénope à des nanotubes de carbone biparois et à 
un contaminant environnemental avéré. Les connaissances acquises par l’équipe de recherche 
ECSECO, sur la toxicité et la génotoxicité du plomb (Pb(II)) chez les larves de xénope, nous ont incité 
à travailler avec ce métal lourd. Les conditions d’exposition de ces organismes ont été définies de 
manière à mettre en évidence les effets potentiels de synergie ou d’antagonisme entre les nanotubes de 
carbone biparois et le Pb(II) chez les larves de xénope. Notre démarche consiste également à évaluer, 
selon les concentrations en nanotubes de carbone biparois et/ou en Pb(II), l’influence de l’interaction 
des larves avec le milieu et celle de l’adsorption potentielle de Pb(II) par les nanotubes de carbone sur 
l’évolution du pH et de la spéciation du Pb(II). Pour ce faire, des mesures de pH et des prélèvements 
destinés au dosage du Pb(II) dissous ont été effectués au cours du bioessai, et donc en présence de 
larves et de nourriture, mais également dans les mêmes milieux que ceux auxquels ont été exposés les 
larves, mais exempts de ces dernières et de nourriture. 
Du fait de la taille, la morphologie et la composition chimique (carbone largement majoritaire) 
des nanotubes de carbone, l’étude de leurs potentielles voies d’entrée (dans les organismes exposés) et 
cibles (organes, cellules) reste un défi considérable. Pour notre part, nous nous sommes heurtés aux 
limites de l’utilisation de la microscopie électronique en transmission et de la spectroscopie Raman en 
tant qu’outils de détection, de localisation et de quantification de nanotubes de carbone 
potentiellement absorbés par les larves de xénope, notamment suite à leur ingestion. En conséquence, 
nous avons exploré la détection de nanotubes de carbone par dosage isotopique du carbone (rapport 
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13
C/
12
C) au niveau du sang et du foie de larves exposées à des nanotubes de carbone synthétisés à 
partir d’une source carbonée enrichie en 13C. Par ailleurs, des travaux, effectués en collaboration avec 
l’équipe MH2F (Micro et nanosystèmes HyperFréquences Fluidiques) du Laboratoire d’Analyse et 
d’Architecture des Systèmes du Centre National de la Recherche Scientifique (Toulouse), ont permis 
de développer une méthode de dosage des nanotubes de carbone dans une matrice biologique, dont 
l’un des avantages majeurs est le très faible volume de suspension nécessaire. L’originalité de cette 
méthode réside dans l’exploitation des réponses diélectriques des échantillons suite à l’application 
d’un champ électromagnétique hyperfréquence. 
 
Ce manuscrit, divisé en cinq chapitres, débute par une introduction bibliographique qui présente les 
différentes structures et morphologies des nanotubes de carbone, les principales méthodes de synthèse 
et les propriétés physico-chimiques, mécaniques et électriques hors du commun de ces nanoparticules. 
L’ensemble de ces informations amène le lecteur à comprendre pourquoi ils font l’objet de nombreux 
travaux de recherche, qui rayonnent dans des domaines très variés, entrainent le développement 
exponentiel de leur production et aboutissent à la mise au point et à la mise sur le marché de matériaux 
et de dispositifs novateurs les intégrant. La deuxième partie de ce premier chapitre se place dans ce 
contexte socio-économique et aborde la dissémination et le devenir (répartition entre la colonne d’eau 
et les sédiments) des nanotubes de carbone dans l’environnement, et plus particulièrement le 
compartiment aquatique (eau douce). Elle décrit un état de l’art des connaissances principales acquises 
en termes d’évaluation de l’écotoxicité des nanotubes de carbone chez des organismes aquatiques 
modèles et présente la diversité des différents protocoles expérimentaux utilisés. Elle met aussi en 
évidence les verrous scientifiques relatifs aux méthodes de caractérisation, de détection et de dosage 
des nanotubes de carbone dans les matrices aqueuses et biologiques. 
Le deuxième chapitre présente le matériel et les méthodes expérimentales utilisées au cours de ces 
travaux de thèse. Ils concernent la synthèse des nanotubes de carbone, leur dispersion physique et/ou 
chimique, leur caractérisation, l’évaluation de leur toxicité potentielle chez la larve de xénope, leur 
détection au sein de cet organisme et la gestion du matériel de laboratoire contaminé par les nanotubes 
de carbone. 
Le chapitre III occupe une place importante dans ce mémoire. En effet, la démarche entreprise pour 
mettre au point des protocoles, dédiés à la préparation de suspensions de nanotubes de carbone bruts 
ou dispersés et au renouvellement quotidien des milieux d’essai, est expliquée et décrite. Les résultats 
de l’ensemble des caractérisations, effectuées afin d’évaluer l’efficacité des différents protocoles 
testés, sont également fournis. Ceux concernant les protocoles retenus pour réaliser les bioessais et 
ceux obtenus dans le cadre de la détection de nanotubes de carbone dans des organes de larves 
exposées aux nanotubes de carbone multiparois bruts ou dispersés sont utilisés en tant qu’éléments de 
discussion vis-à-vis des résultats biologiques. Enfin, les principales caractéristiques chimiques et 
morphologiques des amiantes et du noir fumée, ainsi que les protocoles utilisés au cours des bioessais 
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relatifs à ces matériaux, sont présentés. Les réponses biologiques mises en évidence et les observations 
macroscopiques réalisées sont comparées à celles relatives à l’exposition des larves aux nanotubes de 
carbone, de manière à proposer un matériau de référence à l’évaluation de la toxicité chronique chez 
les larves exposées à ces nanoparticules et discuter de leurs mécanismes potentiels de toxicité. 
Le chapitre IV, dédié à la co-exposition des larves de xénope aux nanotubes de carbone biparois et 
au Pb(II), s’articule autour de l’évaluation de la toxicité aiguë, de la toxicité chronique et de la 
génotoxicité des nanotubes de carbone biparois bruts et/ou du Pb(II) (exposition individuelle ou 
simultanée) et de l’étude de l’évolution de paramètres et de phénomènes physico-chimiques, tels que 
le pH, la concentration en Pb(II) dissous, l’interaction des larves de xénope et des nanotubes de 
carbone biparois avec le milieu. 
Le dernier chapitre se compose de deux parties : une première relative à la détection, par dosage 
isotopique du carbone, de nanotubes de carbone dans des échantillons de sang et foie de larves de 
xénope et la seconde au dosage, par mesures diélectriques hyperfréquences, de nanotubes de carbone 
biparois dans des suspensions d’intestins ou de larves entières de xénope. Ainsi, la première partie 
rapporte le protocole de synthèse de nanotubes de carbone biparois à partir de méthane enrichi ou non 
en 
13
C, qui comporte quelques modifications par rapport à celui développé par Flahaut, et celui de 
nanotubes de carbone multiparois à partir d’éthanol enrichi ou non en 13C, qui a été développé par 
Landois et repris au cours de ces travaux de thèse. Les résultats de caractérisation de ces quatre types 
de nanotubes de carbone sont détaillés, ainsi que leur composition isotopique en carbone déterminée à 
partir de leurs spectres Raman. Les conditions d’exposition des larves de xénope, de prélèvement et de 
conditionnement des échantillons sont détaillées. Au vu des résultats de dosage isotopique, l’efficacité 
de cette technique est discutée et des pistes sont proposées de manière à poursuivre son 
développement. Concernant la seconde partie, les mécanismes de polarisation des milieux 
diélectriques sont expliqués et les grandeurs associées à la caractérisation de la signature diélectrique 
des nanotubes de carbone et de matrice biologique sont introduites. Puis, le matériel biologique, le 
dispositif de mesure et les méthodes utilisées sont présentés. Enfin, la limite de détection et la 
précision de mesure de notre technique sont estimées et les concentrations en nanotubes de carbone 
évaluées dans les échantillons sont comparées à celles obtenues par dosage des sous-produits 
catalytiques de synthèse des nanotubes de carbone biparois (Co et Mo). 
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 Chapitre I : Introduction bibliographique 
 
 
I. Généralités sur les nanotubes de carbone 
I.1. La grande famille des nanomatériaux et des nanoparticules 
 
La Commission Européenne définit un « nanomatériau » (NM) comme « un matériau naturel, 
formé accidentellement ou manufacturé contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou sous 
forme d’agglomérat, dont au moins 50% des particules, dans la répartition numérique par taille, 
présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 nm et 100 nm » [1]. 
Une « particule » correspond à « un minuscule fragment de matière possédant des contours 
physiques bien définis ». Les particules peuvent être soudées ou fusionnées (liaisons fortes) pour 
former une autre particule dénommée « agrégat ». Enfin, un amas friable de particules ou d’agrégats 
dont la surface externe globale correspond à la somme des surfaces de ses constituants individuels est 
identifié comme étant un « agglomérat ». Ces particules sont liées par des forces d’intensité plus faible 
(e.g. Van der Waals, forces électrostatiques) [2]. 
 
 
I.1.1. Les nanoparticules d’origine naturelle 
 
Nous produisons depuis quelques décennies des nanoparticules (NP) manufacturées, mais des NP 
naturelles sont produites depuis la formation de la Terre [3]. Elles sont issues de processus naturels 
tels que l’activité volcanique (i.e. poussières volcaniques) et l’érosion, mais également d’activités 
anthropiques [4] (i.e. émission de particules volatiles liées aux industries automobile et pétrolière), et 
sont présentes au niveau des compartiments aquatiques (colonne d’eau et sédiments), terrestres et 
atmosphérique [3], [5], [6]. Ainsi, les eaux douces et salées sont constituées de colloïdes naturels (i.e. 
matière particulaire en suspension) dont la taille peut varier entre 1 nm et 1 µm. Il peut s’agir de 
matière organique naturelle (MON), composée d’acides humiques (AH) et fulviques (AF), de peptides 
et de protéines, ou d’espèces inorganiques colloïdales, telles que les oxydes de fer et de manganèse 
[6]. Les sols et les sédiments sont constitués de NP naturelles comprenant des argiles, de la MON, des 
oxydes de fer et d’autres minéraux inclus dans des processus biogéochimiques [7]. 
Cependant, bien que les organismes soient habitués à être en contact avec ces NP naturelles, cela ne 
conditionne pas leur adaptation ou leur tolérance vis-à-vis des NP manufacturées. 
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I.1.2. Les nanoparticules manufacturées 
 
Les NP manufacturées se déclinent sous différentes formes chimiques ; à savoir les NP métalliques 
(e.g. Ag et Au), les oxydes tels que la silice (SiO2), le dioxyde de titane (TiO2), l’oxyde de zinc (ZnO) 
et l’oxyde de cuivre (CuO), etc., et les NP à base de carbone, tels que les nanotubes de carbone (NTC), 
les fullerènes, le graphène et les nanodiamants. Les intérêts principaux de l’application et de 
l’utilisation des NP découlent de leurs propriétés physiques et chimiques nouvelles, qui sont liées 
notamment à leur échelle nanométrique [8], [9], [7], [10], [11]. Ils touchent ainsi des domaines très 
variés, tels que l’électronique, l’aéronautique, l’automobile, la construction, l’industrie textile, la 
peinture, l’industrie agroalimentaire, la médecine, l’industrie pharmaceutique etc. [12], [13], [14]. 
 
 
I.2. Structure et morphologie des nanotubes de carbone 
I.2.1. Allotropie et hybridation du carbone 
 
Le carbone est, au même titre que l’oxygène, l’azote et l’hydrogène, un des composants principaux 
et communs aux formes de vie sur terre. En effet, les protéines, lipides et autres acides nucléiques sont 
produits à partir de diverses combinaisons de ces quatre atomes. 
A l’état naturel, le carbone peut également se retrouver à l’état solide sous différentes formes 
allotropiques, l’allotropie (du grec allos autre et tropos manière) définissant la faculté de certains corps 
simples d’exister sous plusieurs formes cristallines ou moléculaires. Les deux principales formes 
cristallisées du carbone sont le graphite (figure I.1A) et le diamant (arrangement polyédrique de 
carbone sp
3
 ; figure I.1B), mais on peut le retrouver également sous forme désorganisée (i.e. carbone 
désorganisé ; figure I.1C). 
Le graphite est formé d’une succession de couches de graphène au sein desquelles les atomes sont 
organisés selon un réseau hexagonal régulier (i.e. carbones sp² planaires), à l’image d’un nid 
d’abeilles. La distance entre les atomes et celle entre les feuillets est respectivement de 0,14 et 0,34 nm 
[15]. Alors que ces premiers sont liés fortement entre eux par des liaisons covalentes sp², les liaisons 
entre les feuillets sont des liaisons faibles de type π-π. Ceci explique la faible dureté du graphite et son 
aptitude à se fracturer en feuillets lorsqu’il est soumis à un effort mécanique. 
Enfin, il existe également des formes allotropiques issues de matériaux manufacturés, notamment 
les fullerènes (e.g. C60 ; figure I.1D) et les nanotubes de carbone (NTC) monoparois (figure I.1E1) ou 
multiparois (figure I.1E2). 
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Figure I. 1 : Différentes formes allotropiques du carbone : (A) graphite (ici 4 couches de graphène ; hybridation 
sp²), (B) diamant (hybridation sp
3
), (C) carbone désorganisé, (D) fullerène (C60 ; hybridation sp² à caractère 
partiellement sp
3
 dans les pentagones), nanotubes de carbone (hybridation sp²) (E1) monoparoi et (E2) 
multiparoi. Les différentes hybridations du carbone caractéristiques des formes allotropiques sont mises en 
évidence en rouge. 
 
 
I.2.2. Du graphite aux nanotubes de carbone, en passant par les fullerènes 
 
En 1985, Kroto et al. [16] décrivent la synthèse, à partir de l’ablation laser du graphite, d’une 
nouvelle molécule aromatique stable, constituée de 60 atomes de carbone formant 32 faces, dont 12 
sont pentagonales et 20 hexagonales, à l’image d’un ballon de foot. Il s’agit du fullerène le plus étudié 
à ce jour : le C60. 
La découverte des fullerènes, pouvant contenir de 28 à plus de 100 atomes de carbone, a amorcé 
celle des NTC au début des années 90 qui, d’un point de vue historique, reste controversée. En effet, 
d’une part les travaux des chercheurs russes Radushkevich et Lukyanovich traitant de NTC synthétisés 
par décomposition catalytique du monoxyde de carbone (CO) sur un substrat de fer ont été publiés en 
1952 [17]. S’agissant d’un journal national et face à la difficulté d’accès aux articles scientifiques 
russes pendant la Guerre froide, ces travaux n’ont pas pu être reconnus à l’échelle internationale. 
D’autre part, les travaux de thèse d’Endo incluant la découverte de NTC monoparois n’ont pas donné 
lieu à une publication, à la différence de Iijima qui attire l’attention, en 1991 [18], sur des sous-
produits de la synthèse de fullerènes par arc électrique obtenus au niveau de la cathode. 
D’après des images réalisées en microscopie électronique en transmission (MET), Iijima décrit 
l’obtention de « microtubules » de carbone semblables à des aiguilles, constituées de 2 à 50 parois de 
graphène arrangées en tubes concentriques (figure I.2), dont la longueur atteint 1 µm et dont le 
diamètre varie entre 4 et 30 nm, et fermées à leurs deux extrémités par des calottes de forme 
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hémisphérique. La distance séparant chaque feuillet est évaluée à 0,34 nm (soit la distance entre deux 
couches de graphène dans le graphite). 
 
 
Figure I. 2 : « Microtubules » de carbone constituées de (A) 5 parois concentriques (diamètre externe de 6,7 
nm), (B) 2 parois concentriques (diamètres externe et interne de 5,5 nm et 4,8 nm respectivement) et (C) de 7 
parois concentriques (diamètres externe et interne de 6,5 et 2,2 nm respectivement) [18]. 
 
Ces structures particulières seront nommées par la suite « nanotubes de carbone » (NTC). Un NTC 
est aujourd’hui défini comme une structure allotropique du carbone constituée d’un ou plusieurs 
feuillets de graphène enroulés pour former un cylindre creux de diamètre nanométrique. L’angle 
d’enroulement du feuillet de graphène (i.e. hélicité, θ), variant de 0 à 30°, permet de classer les NTC 
selon les structures possibles en trois catégories ; à savoir « chaise » (ou « armchair » en anglais ; θ = 
30°), « zigzag » (θ = 0°) et chirale (0° < θ < 30°). Les NTC sont généralement fermés à leurs 
extrémités par des demi-fullerènes de nature variable (figure I.3). 
 
 
Figure I. 3 : Représentation schématique des différentes structures de NTC possibles. 
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Selon le nombre de parois, on distingue deux types de NTC. Ceux dits monoparois ou single-wall 
carbon nanotubes (figure I.1E1), communément notés SWCNT ou SWNT, sont constitués d’un seul 
feuillet de graphène enroulé sur lui-même. Bethune et al. [19] et Iijima et Ichihashi [20] sont les 
premiers, en 1993, à rapporter leur synthèse par arc électrique en dopant l’une des électrodes de 
graphite (i.e. la cathode) respectivement avec du cobalt ou du fer. 
Les NTC dits multiparois ou multi-walled carbon nanotubes (figure I.1E2), notés MWCNT ou 
MWNT, sont constitués de plusieurs feuillets (2 à 50) de graphène arrangés en cylindres concentriques 
(figure I.2). Enfin, les NTC biparois ou double-walled carbon nanotubes, notés DWCNT ou DWNT, 
sont des MWNT particuliers car, comme leur nom l’indique, ils sont constitués seulement de deux 
parois concentriques et sont donc à l’interface entre les SWNT et les MWNT. 
 
Typiquement, le diamètre d’un SWNT oscille entre 0,4 et 2,5 nm [15], alors que les diamètres 
interne et externe d’un MWNT sont compris respectivement entre 0,5 et 50 nm et entre 1,2 à plus de 
100 nm . Comparativement, le diamètre de la double hélice d’ADN mesure 2 nm. Enfin les NTC 
peuvent mesurer de 1 µm à 1 cm de long. 
Les NTC synthétisés sont rarement individualisés. Ainsi les SWNT et les DWNT se présentent 
sous forme de faisceaux (arrangements périodiques de symétrie triangulaire, appelés également fagots) 
dont le diamètre peut varier de 10 à plus de 30 nm, à l’inverse des MWNT qui s’agglomèrent souvent 
de façon désordonnée, à l’image d’une pelote. 
 
 
I.3. Synthèse des nanotubes de carbone 
 
Les NTC peuvent être synthétisés selon les trois méthodes principales décrites par la suite, à savoir 
l’arc électrique, l’ablation laser et le dépôt chimique catalytique en phase vapeur (CCVD). Ces voies 
de synthèse ont en commun la nécessité de disposer d’une source de carbone, d’énergie apportée sous 
forme de chaleur et éventuellement de pression et d’un catalyseur. Il existe enfin d’autres méthodes 
plus particulières (e.g. combustion d’hydrocarbures, ablation solaire, synthèse électrochimique). 
 
I.3.1. Synthèse à haute température  
 
Cette voie repose sur la sublimation du graphite (par définition à 3200°C) puis sa condensation 
dans une enceinte mise sous atmosphère inerte grâce à l’utilisation d’hélium (He) ou d’argon (Ar) par 
exemple. Deux méthodes sont distinguées du fait du procédé de sublimation à haute température mis 
en œuvre : l’arc électrique et l’ablation laser. 
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I.3.1.1. La méthode de synthèse par arc électrique 
 
La synthèse par arc électrique a en premier lieu été développée pour produire des trichites 
(whiskers en anglais ; monocristaux parfaits, pleins et fibreux) de carbone [21], puis des fullerènes 
[22], avant l’identification de MWNT parmi les sous-produits de la synthèse des fullerènes [18]. Enfin 
l’emploi de catalyseurs métalliques lors de l’application de cette méthode a permis l’obtention des 
premiers SWNT [20], [19]. 
 
 
Figure I. 4 : Représentation schématique d’un montage utilisé pour la synthèse de NTC par arc électrique [23]. 
 
Le principe de cette technique consiste à établir un arc électrique entre deux électrodes de graphite 
pur via une décharge de courant continu, sous atmosphère inerte et à faible pression (figure I.4). La 
formation d’un plasma entre les deux électrodes entraîne la sublimation de l’anode. Les produits de 
synthèse se condensent et se déposent dans différentes parties du réacteur sous forme d’espèces 
carbonées de natures diverses. Ainsi la suie formée au niveau des parois du réacteur est composée 
surtout de fullerènes, alors que le dépôt à l’extrémité de la cathode est constitué d’un mélange de 
MWNT et de NP de carbone. Les diamètres interne et externe des MWNT varient respectivement de 1 
à 3 nm et de 2 à 25 nm, alors que leur longueur n’excède pas 1 µm [23]. Lorsque l’anode contient à la 
fois du graphite et un catalyseur, tel que le fer (Fe), le nickel (Ni), le cobalt (Co), le molybdène (Mo) 
ou l’yttrium (Y), il est alors possible de produire des SWNT en plus des MWNT et des sous-produits 
de synthèse (i.e. NP métalliques encapsulées par du carbone, particules de graphite, MWNT contenant 
des particules métalliques). Les SWNT sont localisés majoritairement au niveau de la collerette (i.e. 
formation d’une couronne autour du dépôt sur la cathode ; rendement de 30 à 50 %m [24]) et en 
quantité moindre au niveau des toiles formées entre la cathode et les parois, ainsi qu’au niveau de la 
suie (rendement de 10%m [24]). La majorité des SWNT ont un diamètre de 1,1 à 1,4 nm et mesurent 
plusieurs microns de long [23]. 
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Bien que cette méthode soit simple, peu coûteuse et permette la synthèse de NTC caractérisés par 
une distribution de diamètre étroite, elle n’est utilisable qu’à l’échelle semi-industrielle (i.e. production 
discontinue due au remplacement de l’anode une fois consommée), les produits de synthèse sont 
hétérogènes tant en nature qu’au niveau de leur répartition spatiale et enfin le rendement en SWNT est 
faible. Les échantillons sont contaminés (suies, fullerènes, graphite, catalyseurs) et une purification 
poussée est nécessaire. 
 
 
I.3.1.2. La méthode de synthèse par ablation laser 
 
La production de SWNT par ablation laser a été développée en conditions de laboratoire par Guo et 
al. [25], puis à l’échelle industrielle par Hafner et al. [26]. Elle consiste à vaporiser une pastille de 
graphite ou un composite graphite-métal/graphite-oxyde métallique placé dans un four chauffé à haute 
température (autour de 1200°C) avec un rayonnement laser de forte énergie, préférentiellement de 
façon continue plutôt que pulsée. Les espèces carbonées produites par la sublimation du graphite sont 
entrainées par un flux de gaz inerte et récupérées au niveau d’un collecteur refroidi. La suie obtenue 
contient des NTC, mais également du carbone désorganisé, des particules de graphite, de catalyseur et 
des fullerènes. De façon similaire à l’arc électrique, il est nécessaire d’ajouter une faible quantité de 
métaux pour produire des SWNT. 
Contrairement au précédent, ce procédé aboutit à la synthèse de NTC dont la pureté, supérieure à 
90% [23], et le degré de graphitisation sont accrus. Néanmoins il reste coûteux et le rendement de 
synthèse est faible. 
 
 
Figure I. 5 : Représentation schématique d’un montage utilisé pour la synthèse de NTC par ablation laser [23]. 
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I.3.2. Synthèse à température « modérée » : le dépôt chimique catalytique en phase vapeur 
(CCVD) 
 
Bien que le temps nécessaire pour effectuer un cycle de synthèse soit généralement plus important, 
la synthèse par dépôt chimique catalytique en phase vapeur ou catalytic chemical vapor deposition 
(CCVD) permet de produire à faible coût une importante quantité de SWNT ou de MWNT, dans des 
conditions de synthèse plus facilement contrôlables que l’ablation laser. De plus, elle peut fonctionner 
en continu. A ce jour, elle est considérée comme le seul procédé de production de NTC 
économiquement viable à grande échelle [27] et constitue la principale voie de synthèse utilisée par les 
groupes industriels produisant des NTC (cf. I.4). La qualité de graphitisation des NTC produits par 
CCVD demeure cependant inférieure à celle des NTC synthétisés par arc électrique ou ablation laser.  
 
I.3.2.1. Conditions opératoires 
 
La CCVD consiste à décomposer un flux gazeux contenant une source de carbone dans un four 
porté à une température généralement comprise entre 500 et 1200 °C [28], selon la nature de la source 
de carbone, le plus souvent à pression atmosphérique. La croissance des NTC (i.e. SWNT, DWNT, 
MWNT), sous forme de poudre nanocomposite [29],[30] ou de forêt [31], [32], [33], a ainsi lieu au 
niveau d’un substrat et plus précisément au niveau d’un catalyseur de la décomposition de la source 
carbonée et de la formation des NTC.  
Deux types de configuration de four sont possibles, sachant que la configuration verticale est 
préférentiellement utilisée par les industriels pour la production en masse de NTC, mais que le four 
horizontal reste le plus couramment utilisé en laboratoire. Le réacteur à lit fluidisé est une variante du 
four vertical, dans lequel le support catalytique (lit de particules placé au centre du réacteur) est mis en 
suspension grâce à la circulation ascendante du flux gazeux. La suspension gaz/solide est ainsi amenée 
dans un état semblable à celui des fluides. Le processus de fluidisation permet d’augmenter la durée de 
vie du support catalytique par rapport à la technique classique utilisant un réacteur horizontal et facilite 
la production en continu. 
Soulignons que les NTC produits au CIRIMAT ont été synthétisés dans un four tubulaire 
horizontal, alors que les MWNT fournis par la société Arkema-France sont élaborés par un procédé 
mettant en œuvre un lit fluidisé (capacité de production annoncée de 400 t/an) [34]. 
 
La source de carbone peut être de nature gazeuse ou liquide. Il s’agit typiquement du monoxyde de 
carbone (CO) [28] ou d’hydrocarbures (alcanes, alcènes, alcynes), tels que le méthane (CH4) [29], 
l’acétylène (C2H2) [30], [35], l’éthylène (C2H4) [35] et le propylène (C3H6) [35]. Des solvants 
organiques (composés aromatiques, alcools), tels que le benzène (C6H6) [36] ou l’éthanol 
(C2H5OH ;EtOH) [37] peuvent également être utilisés. 
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Pour éviter l’oxydation du carbone, soit une atmosphère inerte est maintenue pendant la CCVD soit 
le réacteur est préalablement purgé à l’aide d’un flux de gaz inerte [38], tel que l’azote (N2), l’hélium 
(He) et l’argon (Ar). L’hydrogène est quant à lui fréquemment utilisé pour conditionner les catalyseurs 
(i.e. activation), mais aussi pour modérer la décomposition des précurseurs carbonés. 
 
La fourniture en catalyseurs de la CCVD peut s’effectuer par le biais d’un flux de gaz. Des 
métallocènes (ou précurseurs organométalliques), tel que le ferrocène [31], [39], le nickelocène et le 
cobaltocène, sont ainsi introduits dans le réacteur au cours du cycle en même temps que la source de 
carbone. 
Cependant, les catalyseurs métalliques sont en général incorporés au substrat placé dans le réacteur 
avant le début du cycle de synthèse. Les métaux de transition, tels que le cobalt (Co) [35], le fer (Fe) 
[30] et le nickel (Ni), sont généralement utilisés. Ils peuvent être utilisés individuellement ou associés 
deux à deux ou à des métaux, tels que le molybdène (Mo) [28], pour former un composé 
intermétallique qui empêche l’agglomération du catalyseur « principal ». Celle-ci peut être en effet 
responsable de l’augmentation du diamètre des NTC voire la formation de nanofibres. Co/Mo [40], 
Co/Ni [29], Fe/Mo [41], Fe/Co [29], [30], [42], Fe/Ni [29] sont des exemples de catalyseurs 
bimétalliques. Précisons que l’ajout de Mo à des métaux de transition tels que Fe, Co et Ni permet 
d’augmenter le rendement de synthèse [38]. De façon a éviter la coalescence des NP métalliques le 
substrat utilisé est généralement un oxyde réfractaire, tel que la magnésie (MgO [29]), les zéolithes 
[35], l’alumine (Al2O3) et la silice (SiO2) [42]. Une poudre de catalyseur est préparée soit par 
imprégnation par une solution de sel(s) métallique(s) (e.g. nitrates, acétates, chlorides) du substrat 
[35], [38] soit par combustion sous forme de solution solide [43]. L’imprégnation et la combustion 
sont généralement suivies d’une calcination permettant l’obtention d’oxydes métalliques. Enfin, les 
oxydes métalliques sont en général activés par réduction sélective sous atmosphère contenant de 
l’hydrogène (H2) [38], [43]. 
 
La nature des NTC, leur structure, leurs dimensions, leur pureté et le rendement de synthèse varient 
selon les conditions opératoires de la CCVD ; à savoir la température et la pression, le profil du 
traitement thermique, la composition et le débit du flux gazeux, la nature et la méthode de synthèse du 
support catalytique, la taille des particules catalytiques. La teneur en catalyseur(s) doit généralement 
être optimisée par rapport à la source de carbone [27] pour améliorer la qualité des NTC et leur 
rendement. Le diamètre des NTC est généralement défini par la taille des NP catalytiques [38]. Une 
attention particulière doit donc être apportée à la préparation et au contrôle de la taille des particules de 
catalyseur, de manière à ce qu’elle ne dépasse pas quelques nanomètres au moment où elles sont 
activées (i.e. à haute température). 
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I.3.2.2. Mécanismes de germination/croissance 
 
Le principe de croissance des NTC repose sur la décomposition de la source carbonée à la surface 
des particules catalytiques. Le carbone ainsi produit diffuse à l’intérieur et/ou à la surface de ces NP et 
finit par précipiter une fois les particules saturées en carbone (i.e. atteinte de la limite de solubilité) 
[38]. Cette condensation conduit à la formation de culottes de graphène, qui viennent coiffer le dessus 
des particules. Le carbone continuant à diffuser à l’intérieur et/ou à la surface des particules, ce 
chapeau carboné est expulsé de la particule en même temps que la paroi cylindrique d’un SWNT se 
forme et croit. Un ou plusieurs chapeaux carbonés peuvent également se former sous le premier avant 
qu’il soit expulsé. Il y aura alors croissance de MWNT sur le substrat.  
Selon l’adhésion entre les NP catalytiques et le substrat, Baker et al. [44] ont proposé deux modèles 
de croissance : le modèle de croissance par la base (root growt ; figure I.6.A.2) au cours de laquelle 
les NTC croissent par phénomène de nucléation à partir des NP restées fixées au substrat et le modèle 
de croissance par le sommet (tip growth ; figure I.6.A.1), dans lequel les NP catalytiques sont 
soulevés et restent au sommet des NTC au cours de leur croissance. Des NP catalytiques sont 
généralement retrouvées à l’une des deux extrémités des NTC, mais également à l’intérieur de 
certains. 
 
   
Figure I. 6 : Représentation schématique de la croissance (A) de  NTC et (B) de nanofibres de carbone (NF), 
selon le modèle de croissance (1) par le sommet ou (2) par la base [45]. 
 
La CCVD peut conduire à la synthèse concomitante de deux types d’impuretés ou sous-produits de 
synthèse. 
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Les impuretés carbonées comprennent du carbone désorganisé, issu de l’agencement désorganisé 
des atomes de carbone au cours de sa précipitation ou de la décomposition de carbone ailleurs que sur 
les NP catalytiques, et des nanofibres (NF) [46]. A défaut de croître de façon continue et rectiligne, 
des changements brutaux dans l’arrangement des atomes de carbone (e.g. présence d’une structure 
penta- ou heptagonale d’atomes de carbone au sein d’un maillage hexagonal) entraînent la formation 
de tubes coudés voire spiralés. Le terme de NF inclut également les tubes compartimentés (i.e. 
« bambous ») dont la cavité centrale est compartimentée, ainsi que des tubes en « arrêtes de poisson » 
dont les feuillets présentent une inclinaison par rapport à l’axe du tube (figure I.6.B). Les sous-
produits carbonés présentent une réactivité chimique similaire à celle des NTC. C’est pourquoi il est 
particulièrement difficile de les éliminer par traitement post-synthèse (i.e. purification sous air [47] ou 
par reflux d’acide oxydant) sans endommager et/ou perdre une quantité conséquente de NTC [46].  
Les impuretés non carbonées regroupent quand à elles le substrat (e.g. magnésie, alumine, silice) et 
les NP catalytiques partiellement transformées. Ces dernières peuvent se présenter sous forme de 
carbures, d’oxydes métalliques ou se retrouver piégées dans des NTC, et plus généralement dans du 
carbone. Il arrive en effet que les chapeaux carbonés coiffant les particules catalytiques continuent de 
croitre au lieu d’initier la formation de NTC. Du fait de la désactivation des particules catalytiques, on 
parle alors de phénomène d’empoisonnement du catalyseur. Elles peuvent également se retrouver 
piégées dans du carbone au cours de leur refroidissement (étape finale du cycle de synthèse). 
L’application d’un traitement acide non oxydant conduit facilement à l’élimination de la magnésie 
(mais pas de l’alumine et de la silice), des oxydes et des particules métalliques non encapsulées dans 
du carbone. Pour ce qui est des autres impuretés, leur élimination nécessite l’utilisation de procédés de 
purification adaptés (HF, NaOH, etc.), qui, à la différence du précédent traitement [43], peuvent 
conduire éventuellement à l’endommagement des NTC. 
La teneur en impuretés dans le produit final varie non seulement en fonction des conditions de 
synthèse mais également selon les processus de purification physique (i.e. filtration) et chimique (i.e. 
attaque acide combinée ou non à un traitement thermique oxydant) utilisés. 
 
I.3.2.3. CCVD à partir d’alcool et plus particulièrement d’éthanol 
 
Les synthèses alcooliques sont généralement réalisées entre 600 et 1000°C à partir de catalyseurs 
de diverses natures, tels que des métallocènes ou des métaux de transition, et conduisent donc selon les 
conditions de synthèse à l’obtention de SWNT, DWNT ou MWNT [48]. La majorité des études 
portant sur la synthèse de NTC par CCVD alcoolique intègre l’utilisation d’un alcool pur en tant que 
source de carbone [49],[50] et notamment celle d’éthanol (EtOH) [48], [38], [51], [52]. 
L’action oxydante des radicaux oxygénés (i.e. OH ) générés durant la décomposition d’un alcool 
améliorerait la pureté des NTC synthétisés [53]. Qi et al. [46] ont montré que l’ajout de méthanol 
(MeOH), notamment à partir de 50%, à de l’EtOH améliorerait la pureté des NTC synthétisés par 
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CCVD. La présence d’EtOH fournirait la source de carbone à la synthèse des NTC alors que le MeOH 
serait à l’origine de la formation de radicaux oxydants. Ces derniers limiteraient la production 
d’impuretés carbonées et favoriseraient les défauts au niveau des impuretés carbonées produites, 
facilitant ainsi leur élimination lors d’un traitement post-synthèse. 
 
 
I.4. Contexte socio-économique 
I.4.1. Une production mondiale exponentielle 
 
On répertorie aujourd’hui une centaine de groupes produisant des NTC, mais leur nombre pourrait 
être supérieur à 200 dans les cinq prochaines années, alors que l’on recense plus de 1000 sociétés et 
institutions activement engagées dans la Recherche et le Développement de NTC [55]. Les 
caractéristiques des NTC (composition chimique, distribution en taille, surface spécifique, chimie de 
surface, solubilité/dispersabilité) définissant leurs propriétés et variant selon leur procédé de 
fabrication et de mise en œuvre, de nombreux efforts ont été entrepris pour développer des méthodes 
de synthèse et des techniques de purification efficaces et ainsi produire des NTC de bonne qualité et à 
grande échelle. 
Le marché mondial des NTC est dominé par quelques fournisseurs opérant dans de multiples 
secteurs d’activité et localisés principalement en Asie (44 % en 2010), aux Etats-Unis (29 % en 2010) 
et en Europe (24%). La capacité de production mondiale a considérablement augmenté ces cinq 
dernières années, franchissant 2500 tonnes en 2010. Elle pourrait atteindre près de 13000 tonnes en 
2016 (figure I.7) [55].  
 
 
Figure I. 7 : Estimation de l’évolution de la capacité de production mondiale de NTC [55]. 
 
La plupart des compagnies qui produisent à l’échelle industrielle des NTC ont focalisé leur 
production et le développement de leur équipement sur la synthèse par CCVD (83% de la production 
mondiale en 2010) et particulièrement celle de MWNT. C’est le cas de Bayer MaterialScience ou 
Thèse de doctorat – F. Bourdiol 
25 
Nanocyl, mais également d’Arkema-France qui a développé la production des MWNT 
Graphistrength® en mettant au point un pilote (production de 10t/an) en Février 2006, puis une unité 
industrielle dont la capacité de production atteint 400t/an [34].  
La société de conseil D&Consultants, mandatée par la Direction Générale de la Compétitivité de 
l’Industrie et des Services (DGCIS), a mené une étude auprès des entreprises françaises identifiées 
comme possédant une activité dans les NM [56]. Ainsi, en 2010, 11% des entreprises productrices de 
NM recensées se positionnaient sur la production de NF et de nanotubes (incluant celle de NTC), ce 
qui représente plusieurs dizaines de tonnes produites par an pour un CA d’environ 100 M€. 
 
 
I.4.2. Une palette d’applications émanant de propriétés variées et hors du commun 
 
Les nanotechnologies apparaissent comme les technologies émergentes de ce siècle et pourraient 
être à l’origine d’une véritable révolution industrielle. Les NTC se démarquent des différentes NP du 
fait de leur affiliation structurale avec le graphite (hybridation sp
2
 des atomes de C), ainsi que de leur 
forme tubulaire et de leur diamètre nanométrique, qui leur permettent de combiner des propriétés 
mécaniques, électriques, thermiques, magnétiques et optiques. 
 
Les domaines d’application touchent principalement les industries plastiques et composites (69% 
du marché mondial des NTC en 2010 [55]), les propriétés spécifiques des NTC pouvant être 
transférées à des matrices, à condition d’assurer une bonne dispersion des NTC. Ils sont utilisés 
comme additifs dans des matériaux composites pour les industries automobile et aérospatiale, ainsi 
que la défense.  
Le secteur plastiques et composites exploite ainsi leurs propriétés mécaniques exceptionnelles, en 
termes de résistance à la déformation (i.e. tenue mécanique supérieure à celle du graphite, 100 fois 
plus résistant que l’acier pour une masse 6 fois moindre à section équivalente [12]), de flexibilité (i.e. 
courbure réversible jusqu’à un angle critique de 110° dans le cas des MWNT) et de dureté (parfois 
supérieure à celle du diamant [57]). Les NTC constituent les meilleurs conducteurs thermiques (i.e. 
conductivité thermique supérieure à celle de l’argent, du cuivre et du diamant [57]). 
 
Les secteurs électriques et électroniques occupent la seconde place, avec 10% du marché mondial 
des NTC en 2010 [55].  
Les propriétés électroniques des NTC dépendent à la fois de leur diamètre et de l’angle 
d’enroulement (ou chiralité) de la feuille de graphène (figures I.3 et I.8). Ainsi les SWNT peuvent 
avoir un comportement métallique, mais la majorité (environ 2/3 statistiquement) a des propriétés de 
type semi-conducteurs [58]. En ce qui concerne les MWNT, chacune de leur paroi présente 
aléatoirement un caractère métallique ou semi-conducteur. Vis-à-vis de la course à la miniaturisation 
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qui s’est instaurée dans le domaine de la micro-électronique, les NTC semi-conducteurs apparaissent 
donc comme de parfaits candidats pour l’élaboration de composants électroniques [59], tels que des 
diodes et des transistors, dont les performances seraient supérieures à celles du silicium. 
Les NTC peuvent également transporter des densités de courant supérieures à 10
9
 A/cm
2 
[60], alors 
que les densités de courant des métaux atteignent seulement 10
5
 A/cm
2
. Ainsi, les NTC conducteurs 
pourraient être utilisés en remplacement du cuivre pour élaborer des nanofils conducteurs. 
Leur capacité à émettre des électrons par effet tunnel via leurs extrémités (i.e. émission localisée) et 
leurs propriétés mécaniques et électriques en font des pointes idéales pour sonder les propriétés de la 
matière : les NTC sont déjà exploités en microscopie de champ proche et pourraient être utilisés pour 
réaliser des écrans plats à émission de champ [61]. 
 
 
Figure I. 8 : Distinction entre SWNT de type métallique (2n+m multiple de 3 ; cercles vides) et ceux de type 
semi-conducteur (cercles pleins) [62], [58]. 
 
Le secteur de l’Energie représentait quant à lui 8% du marché mondial des NTC en 2010 [55]. Ils 
seraient en effet propices au stockage de gaz et d’énergie (électrodes de batteries et de 
supercondensateurs). Par ailleurs, des recherches sont également conduites pour l’élaboration de pales 
d’éoliennes, de cellules photovoltaïques, etc, à partir de NTC. 
Les autres domaines d’applications comprennent la médecine (e.g. système d’administration ciblée 
de médicaments [63], imagerie et ingénierie tissulaire [64], traitement de cancers [65]), le traitement 
de l’eau et des sols (e.g. membranes de filtration, adsorbants de polluants pour la bioremédiation) et 
plus généralement les capteurs chimiques.  
 
Le tableau I.1 présente les applications intégrant des NTC, parmi lesquelles des produits de 
consommation courante déjà présents sur le marché, ainsi que les prochaines générations de produits. 
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Tableau I. 1: Exemples d’applications des NTC existant actuellement (liste non exhaustive) et à venir dans un 
futur plus ou moins proche. D’après [55], [66], [67]. 
Présent - Articles de sport : raquettes de tennis, battes de baseball, clubs de golf, planches 
de surf, crosses de hockey, pièces de vélo, kayaks ; 
- Aéronautique et Automobile : ailes d’avion, trains d’atterrissage des hélicoptères, 
systèmes de transport de carburant à dissipation électrostatique ; 
- Electrique et Electronique: films transparents conducteurs, écrans OLED 
(prototypes), pointes de sonde à balayage, capteurs ; 
- Energie : pales d’éolienne, électrodes de batterie ; 
- Médecine : équipements spécialisés (e.g. cathéters, membranes de filtration) ; 
Futur proche (< 5 
ans) 
- Electrique et Electronique : nanosystèmes électromécaniques (NEMS), électrodes 
de supercondensateur, écrans à émission de champ, écrans LCD ou OLED, sources 
de rayons-X 
- Energie : électrodes de pile à combustible, de stockage d’hydrogène, systèmes de 
régulation thermique 
- Capteurs biologiques 
- Encres d’impression, adhésifs 
Futur plus 
lointain  
(> 5ans) 
- Electrique et Electronique : câbles de transport d’électricité, conducteurs en 
micro-électronique, composants électroniques flexibles, transistors à effet de champ 
- Aéronautique et Automobile : composites  
- Energie : dispositifs photovoltaïques 
- Médecine et Pharmacie : systèmes d’administration ciblée de médicaments 
 
 
 
II. Evaluation de l’écotoxicité des nanotubes de carbone dans le compartiment aquatique 
 
La production de NTC et leur incorporation dans des produits de consommation soulèvent des 
questions quant à leur rejet et leur dissémination potentiels dans tous les compartiments de 
l’environnement (i.e. eau, sol, air) suite à la production, l’utilisation et donc l’usure de ces produits via 
des processus photochimiques et mécaniques (irradiation par les UVA/B et abrasion [68]), ainsi que 
leur traitement en tant que déchets (enfouissement, incinération, recyclage) [69]. De ce fait, les voies 
d’entrée potentielles dans l’environnement peuvent être liées à des sources de contamination 
ponctuelles (e.g. usines de production, zones d’enfouissement, effluents d’eaux usées) ou diffuses (e.g. 
dégradation des produits pendant leur utilisation, ruissellement des eaux de pluie, crues, dépôts 
humides atmosphérique) [70]. Ils peuvent ainsi rejoindre le compartiment aquatique, bien connu pour 
être le réceptacle principal des polluants [71]. Une fois intégrés dans l’environnement, ils pourraient 
être sujets à des transformations photochimiques et/ou mécaniques, des processus d’oxydation, des 
phénomènes d’adsorption par la matière organique naturelle (MON) ou d’autres colloïdes, ou des 
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transformations induites par des organismes biologiques. Ces divers processus auraient des 
conséquences sur leur capacité d’agglomération, de dispersion et leurs interactions avec les 
organismes en présence [68]. 
Cependant, alors que les NTC ont été découverts il y a plus d’un demi-siècle, la toxicité potentielle 
induite par ces contaminants potentiels émergents n’est évaluée que depuis une dizaine d’années. Pour 
ce faire des études in vitro sont effectuées sur des modèles cellulaires (toxicologie) [72] ,[73], [74], 
[75] et des études in vivo sont menées chez des organismes modèles (e.g. rats [76], [77], souris [78]) 
relatifs à l’homme (toxicologie), mais également sur des modèles terrestres et aquatiques appartenant 
au règne végétal [79], [80], [81] ou animal [82], [83] et représentatifs de l’environnement 
(écotoxicologie). La majorité des travaux concernant les NTC (i.e. environ 2/3) porte sur l’étude de 
leur toxicité et concerne les réponses cellulaires in vitro ou des études à court terme chez des rongeurs. 
Enfin, d’une manière générale, en raison de la diversité des caractéristiques des NTC (e.g. taille, 
forme, état de surface, fonctionnalisation, état de dispersion, pureté, composition chimique), pouvant 
contribuer à la modulation des effets biologiques observés, et des dimensions nanométriques de ces 
particules, l’étude de la toxicité et de l’écotoxicité des NTC n’en est qu’à ses prémices. En effet, les 
recherches menées jusqu’à ce jour, par le biais de tests in vitro et in vivo, ont permis de mettre en 
évidence des effets toxiques chroniques et génotoxiques. Cependant, les mécanismes de toxicité et 
d’internalisation potentielle n’ont pas été complètement élucidés. Enfin, il reste difficile d’établir une 
comparaison entre certaines études et de dresser des conclusions claires, du fait notamment d’un 
déficit en termes de caractérisations physico-chimiques des échantillons de NTC étudiés [84]. 
 
Cette partie présente les paramètres intervenant dans le devenir de ces contaminants émergents 
potentiels dans le compartiment aquatique, les méthodes utilisées en laboratoire pour mimer les 
conditions environnementales et dresse un bilan des connaissances acquises quant à l’évaluation de 
leur toxicité chez des organismes aquatiques. 
 
 
II.1. Devenir des NTC dans le compartiment aquatique 
 
Le transport et le devenir des NTC dans le compartiment aquatique dépend surtout de leur stabilité 
colloïdale [85], [86], [87]. En effet, leur capacité de dispersion et de stabilisation en milieu aqueux 
contrôle leur vitesse d’agglomération et de sédimentation, ainsi que leur temps de résidence dans la 
colonne d’eau et leur mobilité [88], et influence donc leur biodisponibilité vis-à-vis des organismes 
aquatiques. A terme, leur stabilité colloïdale modulerait alors les risques d’exposition des organismes 
aquatiques aux NTC et donc leur potentiel toxique [88]. 
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II.1.1. Influence de la présence de groupes fonctionnels à la surface des NTC 
 
Du fait de leur forte hydrophobicité, de leur facteur de forme et surface spécifique élevés qui 
favorisent le contact particule-particule, leur enchevêtrement et les interactions de type Van der Waals 
(courte distance, forces attractives), les NTC bruts en suspension dans de l’eau désionisée (ED) se 
regroupent rapidement sous forme de faisceaux et d’agglomérats, et sédimentent rapidement [89]. Ces 
phénomènes peuvent être accentués en présence de cations monovalents (e.g. Na
+
) et surtout de 
cations divalents (e.g. Ca
2+
 et Mg
2+
) qui suppriment les répulsions électrostatiques [90], bien que 
l’augmentation du taux de sédimentation suite à l’élévation de la force ionique ne soit pas 
systématiquement mis en évidence [89]. 
Il est probable de retrouver dans le milieu aquatique des NTC dont la surface et/ou les extrémités 
ont été modifiées : apparition de groupes fonctionnels, suite à des processus naturels et/ou des 
procédés volontairement effectués (oxydation des NTC en laboratoire ou à l’échelle industrielle) [89], 
ou l’adsorption de molécules présentes dans le milieu. Ces modifications de surface, réversibles pour 
certaines [2], induiraient une diminution de l’hydrophobie des NTC et réduiraient leur probabilité 
d’attachement particule-particule, favorisant ainsi leur dispersion en milieu aqueux et diminuant la 
taille des agglomérats. La stabilité des NTC est cependant modulée par le degré de fonctionnalisation 
et la nature de ces groupes hydrophiles (e.g. groupe hydroxyle –OH, groupe Carboxyle –COOH) [89]. 
 
II.1.2. Influence des paramètres physico-chimiques des eaux naturelles 
 
Les systèmes aquatiques sont constitués d’une concentration variable en colloïdes, entités de taille 
assez importante, généralement entre 1 nm et 1 µm, pour avoir une structure supramoléculaire mais 
assez faible pour rester en suspension plusieurs heures voire jours en l’absence de phénomène 
d’agrégation/d’agglomération [91]. Ils peuvent être de nature inorganique (e.g. argiles, carbonates, 
phosphates et sulfures métalliques) ou organique (i.e. issus de la décomposition de la MON ; e.g. 
acides humiques, fulviques et tanniques, polysaccharides, protéines). Les phénomènes d’adsorption de 
colloïdes en présence couplés à d’autres paramètres physico-chimiques, tels que la force ionique, et 
aux mouvements d’eau peuvent moduler la répartition des NTC et leur temps de résidence au sein de 
la colonne d’eau, ainsi que la morphologie et la taille des agglomérats, amenés à sédimenter [89]. 
Zhang et al. [92] suggèrent que les MWNT présents dans des eaux de surface dures (riches en ions 
calcium et magnésium) ou dans les eaux salées, du fait de l’augmentation de la force ionique, sont 
préférentiellement adsorbés aux sédiments et ne sont donc pas sujets à parcourir de longues distances. 
En revanche, la présence de composés lipophiles au niveau de la MON conduirait à son adsorption à la 
surface des NTC [93], qui deviendrait saturée dès une faible concentration en MON [88]. 
L’augmentation de la concentration en MON conduirait à l’adsorption de davantage de MON sans que 
la charge de surface des MWNT ne soit modifiée [88]. L’adsorption de MON à la surface des NTC 
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semble, selon la concentration et la nature de ces colloïdes organiques [88] et les propriétés physico-
chimiques du milieu [94], favoriser leur dispersion et leur stabilisation au sein de la colonne d’eau 
[89].  
Hyung et Kim [94] suggèrent d’étudier le poids moléculaire de la MON et sa teneur en 
groupements aromatiques pour prédire le devenir des NTC dans l’environnement, sachant que la MON 
de haut poids moléculaire s’adsorbe préférentiellement à des MWNT et que les groupements 
aromatiques des MWNT interagissent avec ceux de la MON. Ces auteurs rapportent que la capacité 
d’adsorption de la MON augmente également avec la force ionique du milieu, du fait d’un changement 
favorable de conformation des molécules de MON, mais diminue avec le pH, pour la raison inverse. 
Elle dépend également de la teneur en ions divalents et en composés inorganiques. D’une part, le 
recouvrement de la surface hydrophobe des NTC par la MON fournit une surface 
thermodynamiquement favorable à la dispersion des NTC, et d’autre part la charge de surface et 
l’importance de la taille de la MON adsorbée conduisent respectivement à une stabilisation 
électrostatique et stérique des NTC [94]. 
Les eaux chargées en MON favoriseraient donc la mobilité des NTC [90]. Cependant, la 
concentration moyenne en MON globalement rencontrée dans les conditions environnementales 
restant faible (i.e. généralement inférieure à 20 mg/L, sauf cas particuliers telle que la rivière 
Suwannee), les NTC tendraient à se répartir préférentiellement au niveau des sédiments [89]. 
 
II.1.3. Influence de l’état de dispersion des suspensions au moment du rejet 
 
D’après les travaux de Schwyzer et al. [86], l’état de dispersion des NTC lors de leur rejet dans 
l’environnement semble jouer un rôle crucial vis-à-vis de leur devenir. Des NTC (50 mg/L) ont été 
ajoutés à des solutions de MON (20 mg/L) ou d’agents dispersants de synthèse (20 mg/L à 5g/L) sous 
forme (i) de poudre sèche ou (ii) de suspension de NTC préalablement dispersée par exemple à l’aide 
de dodécylsulfate de sodium (sodium dodecyl sulphate, SDS). Chaque suspension a été agitée pendant 
vingt jours dans des conditions mimant les conditions environnementales (i.e. mélange à vitesse 
modérée à l’aide d’un agitateur secoueur). Ceci ne semble pas suffisant pour désagglomérer les NTC 
préparés selon (i) et les mettre en suspension. Par contre, jusqu’à 65% des NTC ajoutés selon (ii) 
demeurent en suspension après avoir laissé la suspension au repos pendant cinq jours. 
D’après les auteurs, les sédiments constitueraient donc le réceptacle préférentiel des NTC bruts et 
ces derniers seraient présents en suspension dans la colonne d’eau seulement en très faible 
concentration. Ils ajoutent que les sédiments et la colonne d’eau pourraient être affectés en revanche 
de manière comparable par le rejet de suspensions stables de NTC. Enfin, la présence de colloïdes 
inorganiques, tels que des argiles (kaolinite et montmorillonite par exemple), pourrait entrainer la 
déstabilisation des suspensions de NTC dispersés à l’aide d’agents dispersants de synthèse  (e.g. 
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SDBS, CTAB, Triton X100) selon les propriétés de ces derniers et les capacités de sorption des 
colloïdes inorganiques [95]. 
 
II.1.4. Influence de la présence d’organismes biologiques 
 
Après quelques heures d’exposition à des suspensions de NTC initialement stables, de nombreux 
auteurs observent la présence d’agglomérats de NTC au fond de la verrerie utilisée pendant les essais 
de toxicité et donc en présence d’organismes, alors que les suspensions restent stables en l’absence de 
ces derniers [89], [96], [97], [98]. Roberts et al. [97] montrent par exemple que ce phénomène est lié à 
l’ingestion des NTC (SWNT) mis en suspension à l’aide d’un agent dispersant 
(lysophosphatidylcholine, LPC) suivie de la digestion enzymatique (partielle ou totale) de ce dernier. 
La désorption de l’agent dispersant conduit à l’excrétion de NTC moins « solubles » qui finissent par 
s’agglomérer et sédimenter. 
 
 
II.2. Méthodes de dispersion utilisées en laboratoire pour approcher les conditions 
environnementales 
 
Le transport et le devenir des NTC dans le compartiment aquatique dépendraient donc de la 
présence de colloïdes naturels, de leur nature, ainsi que de l’état initial de dispersion des NTC rejetés 
dans l’environnement. Selon les conditions environnementales, leur mise en suspension et leur 
individualisation pourraient être favorisées. De même, les phénomènes d’agglomération et de 
sédimentation pourraient être freinés voire supprimés. D’une part, les NTC deviendraient plus 
mobiles, leur répartition verticale serait modifiée et leur temps de résidence dans la colonne d’eau 
augmenterait, et par là même les temps d’exposition des organismes pélagiques [88]. D’autre part, les 
organismes pourraient être exposés à la fois à des agglomérats et des NTC individualisés. L’état de 
dispersion des NTC, ainsi influencé par les conditions environnementales, pourrait affecter leur 
interaction avec les organismes pélagiques, agir sur leur mode de pénétration et d’internalisation 
potentielle et moduler les réponses biologiques.  
 
Deux approches peuvent être utilisées en laboratoire pour augmenter leur dispersibilité et obtenir 
des suspensions stables et homogènes : la dispersion physique et la dispersion chimique d’autre part. 
Cette dernière regroupe la fonctionnalisation covalente et la fonctionnalisation non-covalente. Ces 
procédés sont souvent combinés pour parvenir à une meilleure stabilisation des suspensions. 
La dispersion physique met en jeu des dispositifs d’agitation mécanique (e.g. agitateurs secoueurs 
et magnétiques, homogénéiseurs) et d’ultrasonication (e.g. bain ou cuve à US, sonotrode). Elle permet 
de disperser totalement ou partiellement (i.e. réduction de la taille des agglomérats) les NTC, mais 
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parvient rarement à stabiliser durablement les suspensions. La dispersion par agitation mécanique est 
une technique « douce » qui permet de mimer les conditions de turbulences liées à l’écoulement de 
l’eau dans les systèmes naturels, mais même après une utilisation prolongée de plusieurs jours ne 
permet pas ni de disperser ni de stabiliser correctement des NTC bruts ou fonctionnalisés [89]. Quant à 
l’ultrasonication, elle pourrait, selon les conditions d’utilisation, entrainer l’endommagement des 
NTC, voire leur fragmentation menant à leur raccourcissement [88], et ainsi diminuer leur facteur de 
forme [99].  
La fonctionnalisation des NTC a pour but de modifier leur énergie de surface et leur mouillabilité. 
La fonctionnalisation covalente de la paroi externe et des extrémités des NTC à l’aide de groupes 
fonctionnels hydrophiles ou chargés est mise en œuvre par le biais de traitements à l’aide d’acides 
oxydants et/ou d’oxydants forts généralement utilisés à reflux et combinés à un traitement aux US. La 
fonctionnalisation non-covalente à l’aide d’agents dispersants permet de créer des forces de répulsion 
électrostatique et/ou stérique sans endommager la paroi externe des NTC et permet donc de préserver 
leurs propriétés intrinsèques. Il peut s’agir de polymères naturels, tels que la MON et la GA (gomme 
arabique), ou de polymères de synthèse, tels que la PVP (polyvinylpyrrolidone) et la PEI 
(polyetherimide), ou de tensio-actifs, tels que le  SDS) [100]. Cependant, le transfert de NTC dans une 
solution d’agent dispersant ne suffit pas à disperser et mettre en suspension efficacement les NTC et 
requiert l’utilisation combinée d’une méthode de dispersion physique. 
D’une manière générale, l’utilisation combinée de ces techniques permet de mimer les phénomènes 
naturels de mise en suspension et de remise en suspension des NTC plus ou moins endommagés (i.e. 
présence de groupes fonctionnels hydrophiles), en présence de MON et de détergents (i.e. phénomènes 
d’adsorption), au niveau de systèmes aquatiques turbulents. Elle permet ainsi d’étudier par exemple 
leur toxicité chez des organismes aquatiques évoluant au sein de la colonne d’eau. 
Notons que certains protocoles incluent une étape de repos [88] ou de centrifugation [97], [101] de 
la suspension mère de NTC, de manière à préparer les milieux d’exposition seulement à partir du 
surnageant (i.e. fraction considérée comme stable [97]). Par ailleurs, les solutions de MON sont 
parfois filtrées (0,45 µm [89] ou 0,20 µm [88]) avant l’incorporation de NTC, ce qui limite l’étude de 
l’adsorption de MON à la surface des NTC à celle des composés organiques dissous. 
 
Enfin l’application d’une électrophorèse sur le produit de synthèse par arc électrique de SWNT 
purifiés par la suite (reflux HNO3, élimination des sous-produits métalliques) a permis à Xu et al. 
[102] d’isoler trois fractions de taille de NP. Leur caractérisation a permis de mettre en évidence le fait 
qu’elles différaient également en termes de nature et de solubilité. En effet alors que la fraction de 
taille la plus grande, composée de longs SWNT purifiés, et celle de taille moyenne, composée 
principalement de nanocônes, sont insolubles en milieux aqueux et forment très rapidement des 
agglomérats qui sédimentent, la fraction de taille la plus petite est composée de sous-produits carbonés 
plus solubles qui restent en suspension dans la colonne d’eau. Cette technique de séparation a permis à 
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Templeton et al. [96] d’étudier l’induction de toxicité au cours du cycle de vie du copépode marin 
Amphiascus tenuiremis par ces différentes fractions notamment en fonction de leur biodisponibilité 
modulée par leur capacité de dispersion. 
 
 
II.3. Ecotoxicité des nanotubes de carbone chez des organismes aquatiques 
 
Les recherches menées sur l’écotoxicité des NTC sont orientées vers l’évaluation de la toxicité de 
ces NP chez des micro-organismes (i.e. différentes souches de bactéries et protozoaires ciliés), de 
végétaux (i.e. cellules végétales in vitro, graines de tomate et de courgette, plantes supérieures telles 
que le radis, le colza, l’ivraie, le maïs et le concombre), d’organismes terrestres (i.e. vers de terre et 
drosophile) et principalement chez des espèces représentatives du milieu aquatique. Des résultats 
contradictoires en termes de toxicité ou des études concluant à des niveaux de toxicité différents 
peuvent être expliqués par la grande variabilité des différents paramètres d’exposition, tels que la 
nature des organismes aquatiques, la durée d’exposition, la nature des NTC (SWNT vs. MWNT), la 
teneur variable en sous-produits carbonés et/ou en sous-produits métalliques [103], [89]. 
Cette partie se limite à l’étude des effets de NTC chez des organismes aquatiques. L’annexe 1 
synthétise des résultats obtenus pour divers critères biologiques évalués, et précise les conditions dans 
lesquelles les essais biologiques ont été menés (e.g. caractéristiques du matériau carboné étudié, 
préparation des milieux d’exposition, nature des organismes utilisés, gammes de concentrations). 
 
II.3.1. Evaluation de la toxicité à court et moyen termes 
II.3.1.1. Influence de la nature des NTC 
 
Une faible mortalité a été observée chez des larves d’amphibien Xenopus laevis (xénope) exposées 
à des concentrations en DWNT bruts supérieures à 10 mg/L [104], [105], alors que leur exposition à 
des concentrations en MWNT comprises entre 0,1 et 50 mg/L [106] n’induit aucune mortalité. Bien 
que les effets toxiques (mortalité et immobilisation) observés suite à l’exposition de daphnies à la 
même gamme de concentration (0,1 à 100 mg/L) de SWNT et de MWNT suivent une même tendance 
de type dose-réponse, leur niveau de toxicité diffère significativement selon la nature des NTC [107]. 
En effet, la CL50 (concentration létale médiane ; concentration qui provoque 50% de mortalité dans la 
population d'organismes étudiée) et la CE50 (concentration effective médiane ; concentration qui 
provoque l’immobilisation chez 50% de la population d’organismes étudiés) des SWNT 
(respectivement 2,43 mg/L et 1,31 mg/L) sont inférieures à celles des MWNT (respectivement 22,75 
et 8,72 mg/L). 
La nature des NTC semble également avoir une influence sur leur potentiel toxique en termes 
d’inhibition de croissance (réponse de type effet-dose). En effet, Mouchet et al. ont observé 
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l’induction d’une toxicité chronique significative chez les larves de xénope à partir de 10 mg /L de 
DWNT [104], [105], mais seulement à partir de 50 mg MWNT/L [106]. 
 
Pour expliquer les différents niveaux de toxicité observés selon la nature des NTC, il convient de 
souligner que les concentrations d’exposition sont exprimées en masse de NTC par unité de volume de 
milieux d’exposition (i.e. mg/L ou équivalent). Or, comme l’illustre la figure I.9, la densité des 
SWNT est inférieure à celle des DWNT, qui est elle-même largement inférieure à celle des MWNT 
(e.g. le rapport de masse entre les MWNT et les DWNT étudiés par Mouchet et al. [106] atteint 25). 
Ainsi, pour une même concentration en NTC, la quantité de NTC auxquels sont exposés les 
organismes peut être significativement différente (i.e. quantité de SWNT > quantité de DWNT >> 
quantité de MWNT), ce qui pourrait en partie expliquer que le seuil de toxicité aiguë ou chronique, 
donné en termes de concentration, des SWNT des DWNT soit inférieur à celui des MWNT. Plusieurs 
auteurs remettent en question le système d’unité utilisé et s’interrogent quant à sa conversion dans un 
système plus représentatif du mode d’action des NTC (e.g. unité de surface spécifique par unité de 
volume de milieux d’exposition) [89], [108], [109]. La difficulté réside cependant dans la mesure d’un 
tel paramètre dans le milieu d’exposition. 
 
 
Figure I. 9 : Rapport (R) entre la masse de MWNT (wMW) et la masse de SW de diamètre 1 nm (w(SW, 1 nm)), en 
fonction du nombre de parois n, pour différentes valeurs de dint [110]. 
 
D’autres paramètres, tels que le diamètre des NTC et leur longueur, varient aussi significativement 
selon leur nature. D’après les résultats de toxicité aiguë, obtenus suite à l’exposition de Ceriodaphnia 
dubia à des suspensions de MWNT synthétisés selon le même procédé, leur niveau de toxicité serait 
indépendant de la variation de leur diamètre [111]. 
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II.3.1.2. Influence de la présence de sous-produits de synthèse 
 
Selon le procédé de synthèse des NTC et l’application d’une étape de purification (e.g. traitement 
acide), des sous-produits carbonés et /ou des sous-produits catalytiques métalliques peuvent subsister, 
et ce en quantité variable. 
D’après les essais biologiques menés par Templeton et al. [96] au cours du cycle complet de 
développement du copépode marin Amphiascus tenuiremis, alors que les fractions insolubles de NP 
étudiées (i.e. longs SWNT purifiés et matériaux carbonés tubulaires tels que les nanocônes) 
n’induisent pas de toxicité ou seulement à la concentration maximale testée (10 mg/L), la fraction 
soluble (sous-produits de synthèse carbonés) induit à la fois des effets toxiques à court terme (i.e. 
mortalité) et à moyen terme (i.e. retard de développement) à des concentrations plus faibles. Bien que 
leurs études ne permettent pas d’identifier directement le mode d’action de ces NP (absence de sous-
produits métalliques), les auteurs supposent que la modulation de leur biodisponibilité, notamment 
selon leur degré de solubilité, explique les différents niveaux de toxicité observés. La présence de 
sous-produits de synthèse carbonés semble en effet augmenter la toxicité des NTC. 
Li et Huang [111] s’appuient sur des résultats de toxicité aiguë, obtenus suite à l’exposition de 
jeunes daphnies à des MWNT ayant subi une simple agitation magnétique complétée ou non par un 
traitement à la sonotrode ou à des MWNT ayant subi un traitement au bain à US sous flux continu de 
N2, pour exclure la contribution du relarguage potentiel des sous-produits catalytiques métalliques à 
l’induction des effets observés. Pour ce faire, les auteurs soulignent que les MWNT ayant subi une 
ozonation semblent beaucoup moins toxiques que les deux autres, alors que la diminution du pH 
entrainée par l’ozonation favorise la dissolution des métaux. Cependant aucun résultat de dosage 
métallique des suspensions d’exposition n’est fourni, alors qu’il est précisé qu’après synthèse des 
MWNT par CCVD, ils ont subi un traitement acide visant à éliminer les sous-produits catalytiques 
métalliques. 
 
II.3.1.3. Influence de l’état initial de dispersion des NTC et des paramètres du protocole 
de dispersion 
 
Li et Huang [111] ont préparé les milieux d’exposition de Ceriodaphnia dubia via une simple 
agitation magnétique (MWNT-M) ou une agitation magnétique suivie d’un traitement à la sonotrode 
(MWNT-S) ou enfin une agitation au bain à US sous flux continu d’ozone (MWNT-US/O). Les 
auteurs soulignent ainsi l’importance de la nature du traitement physique utilisé et parviennent à 
établir un lien entre la chimie de surface des NTC et la modulation de la fonction de nutrition 
impliquée dans l’observation de niveaux de toxicité aiguë. La création de groupes fonctionnels suite 
au traitement à la sonotrode sous flux d’ozone induirait une réduction significative de la taille des 
agglomérats de MWNT et limiterait les interactions entre les NTC et les tissus biologiques externes 
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(e.g. appendices thoraciques de prédation et soies de filtration) et internes (i.e. paroi du tube digestif) 
généralement chargés négativement [112]. Cette hypothèse est avancée pour expliquer que la quantité 
de MWNT-US/O adsorbés, leur vitesse d’ingestion, le taux de remplissage du tube digestif par ces 
NTC et leur temps de rétention (i.e. par opposition à la vitesse d’excrétion) soient significativement 
inférieures par rapport aux MWNT-S.  
 
D’après Alloy et Roberts [113], la taille des agglomérats de MWNT dispersés à l’aide de MON et 
leur surface spécifique varient en fonction du pH (étude à pH 6, 7 et 8). Les différences entre les 
valeurs obtenues par microscopie électronique à balayage (MEB), par diffusion dynamique de la 
lumière (Dynamic light scattering en anglais, DLS) et mesure du potentiel zêta aux différents pH 
restent cependant discutables en termes de significativité. 
Les auteurs observent que la faible variation de ces paramètres n’aurait pas d’influence sur le 
niveau de toxicité des MWNT évalué en terme de mortalité (i.e. pas de mortalité, concentration 
maximale de 10 mg/L), de croissance (i.e. inhibition significative à 5 et 10 mg/L) et de reproduction 
chez Daphnia magna et Ceriodaphnia dubia (i.e. inhibition significative respectivement à partir de 
0,25 mg/L après 21 jours d’exposition et 2,5 mg/L après 7 jours d’exposition). Ils mettent en avant le 
fait que les daphnies ne puissent pas faire la différence entre des particules de 0,1 µm et celles dont la 
taille excède 30 µm [114] pour expliquer que l’ingestion de MWNT, dont la taille varie entre 2 et 10 
µm, est inévitable et que les effets biologiques observés découlent de l’induction d’un déficit en terme 
de nutriments.  
 
La nature (e.g. Suwannee River, Edisto River, Black River) et la concentration de la MON utilisée 
pour disperser des MWNT semblent avoir une influence sur le diamètre hydrodynamique des 
agglomérats sans pour autant expliquer les différents niveaux de toxicité aiguë (mortalité et croissance 
après 96h d’exposition) des MWNT chez Daphnia magna [88]. Ces mêmes suspensions n’entrainent 
pas de mortalité significative mais une inhibition de croissance (réponse de type effet-dose) chez 
Ceriodaphnia dubia après 7 jours d’exposition à de faibles concentrations en MWNT (0,125 à 1 
mg/L). 
L’exposition de truites (Oncorhynchus mykiss [115]) à la concentration maximale de SDS utilisée 
pour disperser des SWNT dans les milieux d’exposition de ces organismes, selon les critères 
d’évaluation, semble induire peu d’effets toxiques (e.g. production de mucus au niveau des branchies, 
œdèmes et hyperplasie des lames branchiales, comportement agressif) voire aucun (e.g. pas d’effet sur 
le taux de ventilation) chez ces organismes. 
L’exposition de daphnies (Daphnia magna) à des MWNT oxydés et dispersés à l’aide de Tween 20 
[116] semble induire, rapidement (après 24h d’exposition) et à partir de 6 mg/L, une immobilisation 
de ces organismes (réponse de type effet-dose s’accentuant avec le temps d’exposition), sans effet 
attribuable à l’agent dispersant (160 mg/L). En revanche, ce dernier induit rapidement des effets 
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toxiques (20% de mortalité après 22h d’exposition) chez des embryons de poisson zèbre (Danio 
rerio), ce qui explique en partie que ces mêmes suspensions de MWNT induisent une mortalité 
comprise entre 35 et 45% dès 3 mg/L. Enfin l’exposition pendant 46h de ces embryons à ces 
suspensions induit significativement l’expression de gènes marqueurs de la toxicité. D’après les 
auteurs, les effets observés pourraient être dus à la présence concomitante de MWNT oxydés, de sous-
produits catalytiques métalliques (bien qu’ils n’aient pas été dosés dans les suspensions ayant servi 
aux essais biologiques) et du Tween 20. 
A l’inverse, la digestion par Daphnia magna de LPC (agent dispersant de nature lipidique, 
concentration comprise entre 12,5 et 100 mg/L) adsorbée à la surface de SWNT semble constituer une 
source de nourriture qui permet aux organismes de compenser la privation de nourriture (augmentation 
du taux de survie, réponse de type effet dose) alors qu’ils sont exposés à de faibles concentrations en 
SWNT (jusqu’à 0,5 mg/L) [97]. Passée la concentration seuil, les effets bénéfiques disparaissent au 
profit de l’expression de la toxicité des SWNT (diminution du taux de survie, réponse de type effet 
dose). Il serait également envisageable de considérer la GA (polysaccharide) comme source potentielle 
d’énergie, pourtant son utilisation comme agent dispersant de DWNT (concentration en GA de 50 
mg/L) ne semble ni modifier leur toxicité aiguë ni leur toxicité chronique chez des larves de xénope 
[105]. Par ailleurs, Youn et al. [101] rapportent les propriétés antioxydantes de ce polysaccharide et sa 
capacité à stimuler la production d’antioxydants (glutathion, GSH) et la croissance d’algues vertes. 
Une attention particulière doit donc être portée quant à l’évaluation des effets induits par l’agent 
dispersant, sachant que celui-ci peut induire des effets toxiques supplémentaires ou à l’inverse 
modérer voire masquer la toxicité des NTC. Les réponses biologiques dépendent également de 
l’organisme utilisé. 
 
II.3.1.4. Influence de l’ingestion et de l’adsorption de NTC 
 
Des organismes aquatiques, tels que les larves des amphibiens axolotl (Ambystoma mexicanum 
[117]) et xénope (Xenopus laevis [104], [105], [106]), les daphnies (Ceriodaphnia dubia [89], [111] et 
Daphnia magna [88], [97], [107], figure I.9), les copépodes (Amphiascus tenuiremis [96]) et les 
poissons (Oncorhynchus mykiss [115]) ingèrent des NTC au cours de leur exposition à ces derniers et 
ce quelque soit leur nature (i.e. nombre de parois), leur état de surface (i.e. bruts, hydroxylés, 
carboxylés), leur état initial de dispersion et leur concentration. Les NTC et leurs sous-produits de 
synthèse peuvent en effet être ingérés au cours de la prise de nourriture, ces organismes n’étant pas en 
mesure de faire la distinction entre les NTC et les particules de nourriture. Leur ingestion et excrétion 
ont été mises en évidence suite à des observations macroscopique (i.e. à l’œil nu, sous binoculaire 
[88], [89], [96], [97], [104], [105], [106], [107], [111], [115], [117]) et microscopiques (i.e. 
microscopie optique [115], MET [104], [105], [106]). Des techniques moins conventionnelles, telles 
que la microscopie confocale à balayage [96] ou encore la spectroscopie Raman ([97], [104], [105], 
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[106]), ont été utilisées pour confirmer leur présence dans le tube digestif des organismes et dans leurs 
excréments. 
Les NTC semblent par ailleurs s’adsorber à la surface des daphnies (figure I.10), et notamment au 
niveau de leurs appendices de locomotion [97] et de nutrition (i.e. appendices thoraciques et soies 
[96], [111]). La présence de groupes fonctionnels hydrophiles sur les NTC semble limiter ce 
phénomène d’adsorption [111]. Lorsqu’elles sont exposées à de fortes concentrations, elles se 
retrouvent pour la plupart immobiles et souvent au fond de la verrerie d’essai [97], [107]. 
 
 
Figure I. 10 : (A) Adsorption et (B – E) ingestion de NTC par des daphnies exposées pendant 48h à une gamme 
de concentrations en MWNT bruts (1 à 100 mg/L). (F) Comparaison avec une daphnie issue du milieu de 
contrôle [107].  
 
Par ailleurs, la présence d’amas noirs a été signalée au niveau des corbeilles branchiales des larves 
de xénope exposées à des suspensions de DWNT bruts ou dispersés [104], [105], mais pas suite à une 
exposition à des MWNT bruts [106]. Enfin, la présence de masses noires à la surface des branchies de 
truites (Oncorhynchus mykiss), identifiées comme des agglomérats de SWNT associés aux 
mucoprotéines, a été mise en évidence par Smith et al. (figure I.11) [115]. 
 
 
Figure I. 11 : (A) Sécrétion de mucus et adsorption de SWNT à la surface des branchies de truites 
(Oncorhynchus mykiss) exposées à 0,5 mg/L de SWNT dispersés à l’aide de SDS. (B) Agglomérats de SWNT 
associés aux mucoprotéines [115]. 
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Comme nous l’avons évoqué auparavant, la plupart des NTC ont des surfaces spécifiques 
importantes et une surface le plus souvent hydrophobe. Or les substances hydrophobes adhèrent 
facilement au matériel biologique chargé négativement, tel que la surface externe des organismes et la 
paroi du tube digestif, mais également à la nourriture et aux détritus présents dans les milieux 
d’exposition. Ces phénomènes d’ingestion et d’adsorption pourraient donc perturber des fonctions 
physiologiques, telles que la nutrition et la respiration, induisant une toxicité mécanique des NTC. Ils 
seraient en effet responsables des phénomènes d’immobilisation et de retard de développement 
observés chez les daphnies [96], d’inhibition de croissance des larves d’amphibien [105], [106] et chez 
les daphnies [88], et pourraient expliquer la mortalité observée chez les différents organismes exposés. 
Notons que ces phénomènes seraient modulés par la présence de groupes hydrophiles à la surface de 
NTC (fonctionnalisation covalente issue de traitement de synthèse ou procédés naturels) qui limiterait 
les interactions avec les tissus biologiques [111] et la nourriture présente sous forme de composés 
solides [89] et/ou d’entités vivantes (algues) [88], diminuant la toxicité des NTC.  
L’adsorption de NTC par les daphnies d’une part au niveau des appendices de locomotion gênerait 
leur déplacement voire provoquerait leur immobilisation [107] et d’autre part au niveau des 
appendices de prédation et de filtration impacterait négativement sur les capacités d’alimentation des 
organismes aquatiques [71]. Par ailleurs, Mouchet et al. [105], [106] suspectent que l’adsorption de 
NTC au niveau des branchies de larves de xénope puisse perturber les échanges gazeux . Ce 
phénomène a été mis en évidence chez des poissons par Smith et al. [115]. Ils précisent que 
l’interaction de SWNT avec les branchies de truite entraîne une irritation des branchies (gonflement 
des mucocytes, hyperplasie des lames branchiales primaires et œdèmes au niveau des lames 
secondaires) et une sécrétion de mucus assez importante pour les piéger efficacement. Ces deux types 
de réponse diminueraient néanmoins l’efficacité respiratoire compensée par une augmentation 
significative du taux de ventilation (réponse de type effet-dose) après 4 jours d’exposition à de faibles 
concentrations en SWNT. Cependant, il semble que la sécrétion de mucus ne puisse être maintenue sur 
le long terme (i.e. épuisement des réserves des mucocytes), diminuant la tolérance des organismes à la 
toxicité respiratoire des SWNT. 
L’ingestion de NTC par l’ensemble des organismes aquatiques, ralentirait voire stopperait (i.e. 
occlusion intestinale) le transit intestinal et limiterait, voire empêcherait, l’absorption de nutriments au 
travers de la paroi intestinale. La compétition s’instaurant entre les NTC et les nutriments pourrait être 
renforcée par l’adsorption sur les NTC de micronutriments, tels que des acides aminés et des vitamines 
présents sous forme de petites molécules de solutés, induisant une toxicité indirecte (i.e. sans qu’il y 
ait de contact physique réel entre les NTC et les cellules) traduite par une diminution de la viabilité des 
cellules, l’induction de stress oxydant, des dommages à l’ADN, etc. [118]. Certains auteurs rapportent 
l’observation de la fusion de villosités et de zones d’inflammation et d’érosion, voire d’atrophie totale, 
de la muqueuse digestive, sans que ces lésions ne conduisent à des saignements de cette dernière 
[115]. Enfin, l’excrétion de NTC agglomérés dans le tube digestif représenterait un coût énergique non 
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négligeable [97] mais pourrait cependant être favorisée d’une part par l’ingestion de nourriture (e.g. 
des algues dans le cas des daphnies [89], [88]) et d’autre part par celle d’agents dispersants adsorbés 
aux NTC et représentant une source de nourriture une fois métabolisés. 
 
 
II.3.2. Biodistribution et toxicité à long terme 
 
Comme nous l’avons vu, des travaux récents en écotoxicologie ont mis en évidence des risques 
quant à l’écotoxicité des NP chez des organismes aquatiques modèles. Cependant, l’évaluation de 
l’écotoxicité est majoritairement réalisée à partir de marqueurs simples, tels que la survie et la 
croissance, qui limitent la compréhension des phénomènes d’interaction entre les NP et les organismes 
biologiques et leur lien avec les effets observés. 
 
II.3.2.1. Absorption et translocation 
 
De plus en plus d’auteurs s’intéressent à la détection de NTC dans des organes (e.g. paroi du tube 
digestif, foie et cerveau) ou dans des vecteurs potentiels (sang [105]), à partir des techniques 
disponibles, de façon à mettre en évidence des phénomènes potentiels d’absorption et de translocation 
des NTC. Cependant qu’il s’agisse de techniques microscopiques (e.g. MET [88]) ou spectroscopiques 
(Raman [105], [106]) aucun NTC n’a pu être détecté dans les tissus biologiques. Après ingestion des 
NTC, les microvillosités intestinales pourraient agir comme une barrière naturelle contre leur transfert 
depuis la lumière intestinale [88]. 
La translocation et la bioaccumulation de NTC dans des organes internes ne peuvent cependant pas 
être définitivement exclues. La mise au point de nouvelles méthodes de détection, et idéalement de 
dosage, est nécessaire. 
 
II.3.2.2. Stress oxydant 
 
Trois scénarios pourraient être impliqués dans l’induction du stress oxydant et la génération d’un 
excès de radicaux libres (ROS), par les NTC, sachant que cette dernière peut se révéler trop importante 
par rapport aux mécanismes de défense antioxydants des organismes. En premier lieu, elles pourraient 
être dues à une activité redox inhérente aux NTC ou à leur capacité à catalyser une activité redox du 
fait de leurs caractéristiques/propriétés de surface. De plus, en considérant les NTC comme des 
biopersistants (i.e. une fois absorbés, ils ne peuvent ni être dégradés ni se décomposer, et ne peuvent 
être excrétés), ils pourraient induire une réponse inflammatoire initiant la mobilisation et l’activation 
de leucocytes inflammatoires générant un excès de radicaux libres. Enfin, les NTC pourraient pénétrer 
dans les cellules et interagir physiquement avec elles, entrainant des dommages structurels au niveau 
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d’organelles telles que les mitochondries, entrainant là aussi la production en excès de radicaux libres 
[119]. 
Youn et al. [101] rapportent l’augmentation significative de la production de glutathion (GSH, 
tripeptide considéré comme le principal antioxydant) par l’algue verte unicellulaire d’eau douce 
Pseudokirchneriella subcapitata en réponse à son exposition à des suspensions de SWNT dispersés à 
l’aide de gomme arabique (GA). Les cellules exposées aux concentrations induisant une inhibition de 
croissance significative par rapport au témoin ne semblent pas parvenir à maintenir leur intégrité 
membranaire. Les auteurs supposent que cette déformation membranaire est due à l’interaction entre 
les NTC et les cellules et l’action de ROS dont la formation serait induite par les SWNT, bien 
qu’aucune interaction physique entre les NTC et les cellules ni internalisation de NTC n’ait pu être 
mise en évidence par MET. Alors que la réponse immunitaire des cellules devrait être caractérisée par 
une réduction importante de la concentration en GSH, les auteurs mesurent une accumulation de cet 
antioxydant et également une stimulation de la croissance des algues toutes les deux corrélées 
positivement avec l’augmentation de la concentration en GA. Ils concluent donc que cet agent 
dispersant, dont les propriétés antioxydantes ont été rapportées auparavant par d’autres auteurs [120], 
[121], [122], stimulerait significativement la production de GSH, de telle manière que la quantité de 
GSH consommée serait largement inférieure à la production totale, et favoriserait également la 
croissance des algues en présence de faibles concentrations en SWNT. Notons qu’il aurait été 
intéressant de mesurer également la concentration en glutathion oxydé (GSSG) et de calculer le 
rapport GSH/GSSG, de manière à confirmer l’induction de stress oxydant. 
Smith et al. [115] montrent que les SWNT agissent à la surface des branchies de truites comme des 
toxiques respiratoires induisant notamment une hypoxie pouvant être à l’origine de la production de 
glutathion (GSH). Cet antioxydant ne semblant pas être consommé et aucune peroxydation lipidique 
n’ayant été mise en évidence dans le cerveau et le foie, les poissons ne semblent pas souffrir de stress 
oxydant. En revanche, bien que la présence de SWNT n’ait pas été mis en évidence dans le foie et le 
cerveau, ces organes présentent respectivement des pathologies cellulaires (cellules apoptotiques ou 
nécrotiques, pour la plupart à proximité des vaisseaux sanguins) et des lésions vasculaires (en surface 
seulement). Ceci amène les auteurs à penser que les SWNT pourraient agir à la surface des branchies 
des poissons et exercer un effet toxique indirect par le biais de facteurs inflammatoires, vasoactifs 
et/ou impliqués dans le cycle cellulaire, qui transiteraient par le réseau sanguin.  
 
II.3.2.3. Reprotoxicité et génotoxicité 
 
L’exposition de copépodes benthiques (à partir du premier stade nauplien, 28 à 35 jours 
d’exposition) à de longs SWNT purifiés n’impacte ni sur le succès de reproduction des adultes ni sur 
la viabilité des pontes [96]. Au cours de cette étude, ces organismes ont par ailleurs été exposés à une 
fraction issue de la synthèse de ces SWNT et composée de NP de forme tubulaire (nanocônes). Une 
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diminution significative du succès de reproduction a été mise en évidence, à la concentration 
maximale testée (10 mg/L), sans qu’il y ait d’effet significatif sur la viabilité des pontes. Enfin, du fait 
du niveau élevé de toxicités aiguë et chronique induites par la fraction restante et constituée de sous-
produits de synthèse carbonés solubles en milieu aqueux, les auteurs n’ont pas pu évaluer la 
reprotoxicité de cette fraction. 
L’inhibition de reproduction observée par Alloy et Roberts [113] chez deux espèces de daphnies 
serait induite par l’ingestion de MWNT (dispersés à l’aide de MON). Les auteurs mettent en avant que 
le niveau de toxicité dépend de l’espèce étudiée. En effet, Daphnia magna semble plus sensible que 
Ceriodaphnia dubia, sachant que la durée d’exposition varie légèrement (i.e. respectivement 12 et 7 
jours). 
Les DWNT et MWNT bruts n’induisent pas de génotoxicité (i.e. induction significative de 
micronoyaux (MN)) chez les larves de xénope. En revanche, une réponse positive a été observée 
lorsque ces derniers sont dispersés l’aide de GA et seulement lorsque leur concentration initiale est de 
1 mg/L [105]. 
 
 
II.4. Méthodes de caractérisation, de détection et de dosage 
 
D’une manière générale, le dosage des NTC dans des matrices réalistes d’un point de vue 
environnemental diffère de façon substantielle de celui des polluants environnementaux étudiés 
jusqu’à présents. En effet, les suspensions de NTC sont hétérogènes et contiennent des NTC 
caractérisés par une distribution de tailles (longueur et diamètre) très large, qui limite leur analyse par 
des méthodes chromatographiques. De plus, les NTC ne peuvent être quantifiés par dosage du carbone 
qui est un élément majoritaire des matrices biologiques et environnementales. Cependant, la 
caractérisation des suspensions de NTC auxquelles sont exposés les organismes reste nécessaire pour 
faciliter la compréhension des effets biologiques mis en évidence, en relation avec leur comportement 
en milieux aqueux. Elle reste également indispensable à la comparaison des réponses biologiques 
obtenues par les différents laboratoires (i.e. études menées chez divers organismes à partir de NTC de 
natures différentes) et pour développer des méthodes standardisées d’évaluation de leur toxicité. 
 
II.4.1. Analyse des suspensions de NTC avant et après exposition à des organismes 
aquatiques 
 
Les techniques de caractérisation des suspensions de NTC sont détaillées dans le tableau I.2 et 
certaines d’entre elles sont ensuite discutées. 
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Paramètre étudié 
Technique utilisée 
Mesure qualitative Mesure quantitative 
   
Teneur en carbone (NTC + 
sous-produits carbonés) 
. MEB, MET . Combustion flash 
. ICP-MS 
. ATG 
Teneur en sous-produits 
métalliques 
. MEB, MET . Minéralisation par voie acide et dosage par 
ICP-AES 
. ICP-MS 
. AAN 
. ATG 
Qualité structurale . MET-HR (parois) . Spectroscopie Raman 
. Spectrofluorimétrie (SWNT individualisés 
de type semi-conducteur) 
Chimie de surface . Spectroscopie infrarouge – 
transformée de Fourrier 
 XPS (groupes fonctionnels) 
. Potentiel zêta (NTC monodispersés) 
. Analyse fractale à partir d’images MET 
Surface spécifique  . BET (adsorption de N2) 
Nombre de parois  . MET-HR 
Taille 
. Diamètre 
 
 
(NTC individualisés) 
(Agglomérats de NTC) 
 
. Longueur (NTC 
individualisés et 
faisceaux de SWNT et de 
DWNT) 
  
. Spectroscopie Raman (SWNT et DWNT) 
. Cryo-MEB, cryo-MET 
. MEB-FEG, MET-HR 
. AFM (SWNT) 
. MEB, MET 
. MEB, MET 
. Cryo-MEB, cryo-MEB 
. AFM 
Etat de dispersion . MEB, MET 
. DLS 
. Cryo-MEB, cryo-MET 
. MALS couplée à FFF 
Concentration en NTC 
(suspension aqueuse) 
 . Spectrométrie UV-visible (sauf matrice 
complexe) 
. Radioactivité (
14
C) 
. Transmission optique thermique 
(équipement peu commun) 
Tableau I. 2 : Techniques de caractérisation des NTC à partir de matrices simples. D’après [100] et [123].  
Abréviations : AAN : Analyse par Activation Neutronique ; AFM : microscope à force atomique (Atomic Force 
Microscope) ; ATG : Analyse ThermoGravimétrique; BET : méthode Brunauer, Emmet et Teller ; DLS : diffusion 
dynamique de la lumière (Dynamic Light Scattering) ; ICP-MS : spectrométrie de masse (Inductively Coupled Plasma – 
Mass Spectrometry); ICP-AES : spectrométrie d’émission optique (Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission 
Spectrometry); MEB : Microscopie Electronique par Balayage; MEB-FEG : MEB à effet de champ (Field Emission Gun) ; 
MET : Microscopie Electronique en Transmission ; MET-HR : MET Haute Résolution ; MALS : diffusion multi-angulaire de 
la lumière (Multi Angle Light Scattering) ; XPS : Spectrométrie Photoélectronique à rayons X. 
 
La microscopie électronique (MEB, MEB-FEG, MET et MET-HR) requiert la préparation 
d’échantillons secs et donc une étape de séchage pour l’étude de suspensions de NTC. Or cette 
dernière peut entrainer des phénomènes d’agglomération des NTC, voire de réticulation des agents 
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dispersants et ainsi biaiser les résultats notamment au niveau de l’évaluation de l’état d’agglomération 
et de la taille des particules [88]. Le séchage supercritique (extraction liquide avec du dioxyde de 
carbone) peut être envisagé pour palier à ces problèmes. Par ailleurs, l’analyse par cryo-microscopie 
électronique en transmission (cryo-MET) ou à balayage (cryo-MEB) de suspensions de NTC au 
préalable vitrifiées requiert certes l’utilisation d’un matériel spécialisé et donc peu commun, mais 
permet la visualisation directe des structures préservées grâce à cette technique [124], [125].  
Enfin, du fait de l’échelle à laquelle ces techniques permettent de travailler, de grandes précautions 
doivent être prises quant à l’extrapolation des résultats à l’ensemble de l’échantillon. 
 
La mesure par DLS (Dynamic Light Scattering) du diamètre hydrodynamique des agglomérats de 
NTC est généralement utilisée pour comparer l’influence de différentes méthodes de dispersion, telles 
que la fonctionnalisation covalente avec différents groupes hydrophiles [89] et la fonctionnalisation 
non-covalente à l’aide de MON de différente nature [88]). Cette technique est particulièrement adaptée 
à la détermination de la taille de particules sphériques et monodispersées [100], puisque le diamètre 
obtenu est celui d’une sphère ayant la même vitesse de diffusion translationnelle que les particules 
analysées. De plus, comme la sensibilité dépend de la taille de la particule, les plus petites particules 
ne peuvent être analysées que si leur concentration est très importante, leur faible signal étant masqué 
rapidement par de plus grosses particules et des agglomérats [126]. Dans le cas de suspensions 
polydispersées contenant des particules tubulaires et anisotropes, telles que des NTC, le diamètre 
hydrodynamique ne correspond donc ni au diamètre réel des agglomérats de NTC ni à la longueur de 
NTC isolés. Enfin, la détermination de la taille des particules est limitée par la longueur d’onde du 
faisceau (e.g. pour λ=633nm, diamètre mesuré ≤ 600 nm [113]). 
Une alternative à la DLS est la MALS (Multi Angle Light Scattering) qui permet de déterminer le 
rayon de giration des particules. Cette valeur une fois appliquée à un modèle de forme permettrait 
d’accéder à la longueur des NTC [127]. Celle-ci peut être améliorée en combinant le MALS avec une 
des méthodes de fractionnement par couplage flux-force (Field Flow Fractionation en anglais, FFF) 
pour séparer au préalable les NTC en fonction de leur taille et de leur densité [128]. 
 
De même les valeurs obtenues suite à la mesure de potentiel zêta sont à interpréter avec précaution 
surtout dans le cas de suspensions polydispersées, mais peuvent être utilisées pour comparer la charge 
de surface des NTC selon le protocole de dispersion utilisé [88], [89], [129]. 
Edgington et al. [88] ont conduit des analyses en spectroscopie infrarouge (IR) sur des MWNT 
dispersés à l’aide de MON de différentes natures, ainsi que sur ces MWNT et la MON pris 
séparément. Ils concluent que cette technique n’est pas assez sensible pour évaluer l’évolution de la 
teneur des différents groupes fonctionnels de la MON suite à son adsorption à la surface des MWNT. 
Cependant, la variation de hauteur et de largeur des pics des spectres IR suggère des changements 
qualitatifs au niveau de ces groupes fonctionnels. 
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Enfin la mesure de l’absorbance par UV-visible est une méthode facilement accessible et rapide, 
qui trouve cependant rapidement ses limites lorsque la matrice aqueuse devient plus complexe 
(présence de colloïdes et/ou de molécules en solution troublant le milieu) [130].  
 
 
II.5. Détection et dosage de NTC dans des matrices biologiques 
 
La microscopie optique ne permet la détection que de très gros agglomérats de NTC (analyse 
qualitative, non spécifique [100]), présents par exemple dans le tube digestif des organismes exposés 
[89], [96], [97], [104], [131], et reste une technique non adaptée à l’étude du passage des NTC au 
travers des barrières biologiques (e.g. paroi intestinale) ou de leur internalisation dans les cellules. 
La mise en évidence de NTC isolés ou agglomérés par MET demande la préparation de coupes 
ultra-fines (UF) [132] et leur détection au sein de la matrice biologique peut s’avérer très complexe, 
notamment en raison du manque de contraste entre les NTC et la matrice biologique constituée en 
majorité de carbone [100]. De plus, vu la finesse des coupes, il n’est possible d’étudier qu’une partie 
de l’organe considéré et donc de conclure à une tendance peut être non représentative d’un échantillon 
hétérogène (dispersion hétérogène des NTC). La localisation des NTC par le biais de cette technique 
n’a pas permis de mettre en évidence l’internalisation des NTC chez les organismes aquatiques [88], 
[104]. Le MEB permet de parcourir la surface des organismes ou celle de coupes plus rapidement que 
le MET, mais à un niveau de résolution plus faible, et demeure une technique qualitative [100].  
La spectroscopie Raman peut être utilisée pour mettre en évidence de manière qualitative 
seulement la présence de NTC au sein d’une matrice biologique [97], [105]. La spectroscopie CARS 
(Coherent anti-Sokes Raman scattering) est une variante qui permet d’identifier des NP au niveau de 
tissus biologiques sans étape de préparation de l’échantillon supplémentaire [133], mais qui ne 
s’applique qu’aux SWNT et nécessite un équipement particulier (rare). 
La mesure de la radioactivité (mesure des émissions beta) de NTC marqués au 
14
C permet de 
détecter et de quantifier ces NTC dans tous les types de matrices, incluant les milieux aqueux 
complexes et les matrices biologiques [81], [82], [131], [134], [135], [136]. Cependant, cette technique 
reste très coûteuse, son utilisation est réservée aux laboratoires accrédités à manipuler cet isotope 
radioactif et donc très réduite. Enfin elle n’est pas envisageable dans le cadre d’études in situ. 
La bioaccumulation des NTC dans les organes de rats, suite à leur exposition par inhalation, été 
mise en évidence par le biais du dosage des sous-produits catalytiques de nature métallique [137], 
[138], [139]. 
 
De manière générale aucune technique ne peut prétendre à la détection de NTC à des 
concentrations réalistes d’un point de vue environnemental, d’autant plus que les concentrations 
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estimées par Gottschalk et al. [69] au niveau des eaux de surface (européennes, américaines et suisses) 
atteignent seulement quelques centièmes de ng/L, et ne peut être appliquée in situ. 
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 Chapitre II : Matériels et méthodes 
 
I. Introduction 
 
Ce chapitre est consacré aux techniques expérimentales utilisées au cours de ces travaux de thèse. 
Elles concernent la synthèse des NTC, leur dispersion physique et/ou chimique, leur caractérisation, 
leur détection au sein d’échantillons biologiques et l’évaluation de leur toxicité potentielle par le biais 
de l’essai micronoyau normalisé sur amphibien (ISO 2006) et appliqué à la larve de l’amphibien 
modèle : Xenopus laevis. Le dernier paragraphe détaille la gestion des déchets contaminés par les 
NTC. 
 
II. Synthèse des nanotubes de carbone par CCVD 
 
Tous les NTC utilisés pour mener les recherches présentées dans ce mémoire ont été synthétisés 
par dépôt chimique catalytique en phase vapeur ou Catalytic Chemical Vapor Deposition (CCVD). 
Cette partie présente les différentes méthodes utilisées pour préparer le support catalytique, puis 
décrit le processus de synthèse et d’extraction des NTC produits au CIRIMAT à partir de différentes 
sources de carbone (i.e. méthane (CH4), éthanol (EtOH)). Comme nous l’avons vu dans le précédent 
chapitre, les MWNT fournis par Arkema-France ont, quant à eux, été synthétisés dans un lit fluidisé 
(réacteur vertical). Précisons que la source de carbone utilisée est l’éthylène (C2H4) et que le catalyseur 
est composé principalement d’alumine et de fer. Enfin, pour limiter les risques d’inhalation et de 
pollution de l’air par dispersion (aérosols), les MWNT bruts ont été fournis sous forme de suspension 
dans de l’ED (10g/L).  
 
II.1. Synthèse de la poudre de catalyseur Co/Mo-MgO 
II.1.1. Préparation de la poudre de catalyseur par combustion citrique 
 
Une poudre de catalyseur de composition élémentaire Mg0,99(Co3/4Mo1/4)0,010 a été utilisée pour 
synthétiser les DWNT à partir de 
12
C- ou 
13
C-CH4. Elle a été préparée par combustion citrique [40] à 
partir des précurseurs suivants : 
 
 Heptamolybdate d’ammonium tétrahydraté ((NH)6Mo7O24, 4H2O) ; 
 Nitrate de cobalt hexahydraté (Co(NO3)2, 6H2O) ; 
 Nitrate de magnésium hexahydraté (Mg(NO3)2, 6H2O). 
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Après dissolution à chaud (150°C) de l’acide citrique (C6H8O7) dans de l’ED, il convient d’ajouter, 
sous agitation magnétique, l’heptamolybdate d’ammonium, du fait de sa faible vitesse de solubilité, 
avant de transférer simultanément les autres précurseurs. Le chauffage et l’agitation sont arrêtés 
lorsque la solution est devenue homogène et limpide (figure II.1, A). 
La combustion citrique a lieu dans un four à moufle (550°C). Quinze minutes sont nécessaires pour 
que l’eau, puis les produits de la réaction (oxydes d’azote principalement) soient éliminés et que la 
réaction d’oxydoréduction auto-propageante et exothermique transforme cette solution portée à 
ébullition en un solide spongieux très friable et volumineux (figure II.1B). Enfin, ce produit est broyé 
manuellement (figure II.1, C), de façon à réduire son volume et effectuer efficacement l’étape de 
calcination. 
 
 
 
 
Figure II. 1 : Etapes de la préparation de poudre de catalyseur par combustion citrique. (A) Solution acide de sels 
métalliques ; Poudre de catalyseur (B) avant et (C) après broyage. 
 
 
II.1.2. Préparation de la poudre de catalyseur par imprégnation 
 
Cette méthode a été utilisée pour préparer la poudre de catalyseur nécessaire à la synthèse des 
MWNT à partir d’EtOH (enrichi ou non en 13C). Le mode opératoire a été défini d’après les travaux de 
P. Landois [140]. 
Les sels métalliques employés sont identiques à ceux utilisés pour la préparation de poudre de 
catalyseur par combustion citrique. En revanche, le protocole diffère légèrement puisqu’ils n’ont pas 
été dissous dans une solution acide mais dans l’ED (60°C, agitation magnétique), avant que ne soit 
ajoutée progressivement de la magnésie commerciale (325 mesh, 265 m
2
/g, pureté de 99,5%) au lieu 
de nitrate de magnésium hexahydraté. De façon à maximiser l’imprégnation des métaux sur la 
magnésie, l’homogénéisation par agitation magnétique est poursuivie pendant une heure. La 
suspension est congelée à l’azote liquide puis lyophilisée, avant d’être broyée pour être calcinée. 
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II.1.3. Calcination de la poudre de catalyseur 
 
Cette étape est nécessaire à l’élimination des traces de carbone résiduel formées lors de la 
décomposition de l’acide citrique présent en excès (figure II.2) ou, dans le cas de la poudre de 
catalyseur préparée par imprégnation, à la décomposition des nitrates métalliques et à la formation 
d’oxyde de cobalt et de molybdène. Elle est réalisée dans un four à moufle (450°C, 1h) sous flux d’air. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II. 2 : Comparaison de la poudre de catalyseur synthétisée (A) par combustion citrique et (B) par 
imprégnation, (1) avant et (B) après calcination. (A1.).Présence de particules noires de carbone résiduel avant 
calcination. 
 
 
II.2. Synthèse des nanotubes de carbone par CCVD 
 
Une nacelle en alumine contenant la poudre de catalyseur, à hauteur de 5g pour la synthèse de 
DWNT à partir de CH4 (figure II.4) et 1 g pour celle de MWNT à partir d’EtOH, est placée au centre 
d’un tube en quartz (réacteur) logé dans un four tubulaire horizontal programmable haute température. 
Les montages (figures II.3 et II.5) sont également équipés d’un ou plusieurs débitmètres massiques 
permettant de contrôler le(s) débit(s) de gaz circulant dans le réacteur, ainsi que d’un système de 
barbotage permettant de vérifier leur passage (FVG). Un flacon de garde (FG) a été installé en amont 
de ce système pour empêcher le retour d’eau dans le réacteur en cas de dépression. 
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II.2.1. Réduction sélective de la poudre de catalyseur et formation de DWNT à partir de 
méthane 
 
Figure II. 3 : Schéma du montage utilisé pour effectuer la synthèse par CCVD des DWNT à partir de CH4. Un 
four tubulaire (FT), où est introduite la nacelle contenant la poudre de catalyseur, est alimenté en azote (N2) ou 
en méthane et hydrogène (CH4 + H2). Les débits de gaz sont réglés grâce à des débitmètres massiques (DBM). 
Un flacon laveur permet de vérifier la circulation de gaz (FVG) et un autre d’éviter le retour d’eau dans le 
réacteur (FG). 
 
L’approvisionnement du réacteur en hydrogène permet la réduction et donc l’activation des 
catalyseurs métalliques, sur lesquels croissent les DWNT à partir du carbone issu de la décomposition 
du méthane à haute température. Les débits de ces gaz (débit total de 15 L/h) sont réglés de façon à ce 
que le mélange de gaz soit composé de 18% de CH4 [40]. Le cycle classique appliqué est le suivant : 
 
1. Chauffage jusqu’à 1000°C (5°C/min), sous H2/CH4 ; 
2. Refroidissement jusqu’à 120°C, sous H2/CH4 ; 
3. Refroidissement jusqu’à la température ambiante, sous N2. 
 
 
Figure II. 4 : Comparaison entre (A) une nacelle introduite dans le réacteur avant un cycle de CCVD, contenant 
de la poudre de catalyseur synthétisée par combustion citrique, et (B) une nacelle récupérée après un cycle de 
CCVD sous H2/CH4, contenant la poudre composite NTC-Co/Mo - MgO. 
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La poudre obtenue (figure II.4) est qualifiée de nanocomposite, puisqu’elle est composée de NTC 
mais également du support en magnésie et des particules métalliques catalytiques transformées. 
Précisons que, dans le cadre de la synthèse des 
12
C- et 
13
C-DWNT utilisés pendant les travaux de 
dosage isotopique du carbone (cf. Chapitre V), ce cycle a été légèrement modifié, de façon à 
rentabiliser au maximum le volume de 
13
C-CH4 (CH4*) dont nous disposions. En effet, la première et 
la dernière étapes ont été décomposées de la manière suivante : 
 
1a. Chauffage en température jusqu’à 300°C (5°C/min), sous H2 ; 
1b. Chauffage de 300°C à 1000°C (5°C/min), sous H2/CH4 ou H2/CH4* ; 
3a. Refroidissement jusqu’à 600°C, sous H2/CH4 ou H2/CH4*; 
3b. Refroidissement jusqu’à 120°C, sous N2. 
 
II.2.2. Synthèse de MWNT à partir d’éthanol 
 
 
Figure II. 5 : Schéma du montage utilisé pour effectuer la CCVD des MWNT à partir d’EtOH. Un four tubulaire 
(FT), où est introduite la nacelle contenant la poudre de catalyseur, est alimenté en azote (N2) ou en N2 et en 
EtOH (N2 + EtOH). L’EtOH liquide est contenu dans un flacon plongeant dans un bain d’huile thermostaté 
(FEtOH + BH). Le tuyau rouge matérialise le fil chauffant (60°C). Les débits de gaz sont réglés grâce à des 
débitmètres massiques (DBM). Un flacon laveur permet de vérifier la présence du flux de gaz (FVG) et un autre 
d’éviter le retour d’eau dans le réacteur (FG).  
 
Une vanne placée en amont du réacteur permet de faire circuler un flux d’azote (N2, 3L/h [140]), 
directement dans le réacteur ou préalablement par un réservoir contenant de l’EtOH à hauteur de 2 à 3 
mL en début de CCVD (figure II.5). En effet, ce dernier est alimenté en N2 grâce à un conduit terminé 
par un fritté plongeant dans le liquide jusqu’en fin de CCVD. De façon à s’affranchir de la variation de 
la température ambiante au cours de l’année, le réservoir d’EtOH est immergé dans un bain d’huile 
chauffé à 25°C [140]. La présence d’un fil chauffant (60°C) enroulé autour du tuyau reliant le 
réservoir d’EtOH au réacteur limite la condensation des vapeurs d’EtOH [140]. Elles sont ainsi 
entrainées jusqu’au réacteur, dans lequel à lieu la décomposition à haute température d’EtOH (source 
de carbone).  
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A partir des conclusions des travaux de P. Landois [140], différents cycles de synthèse ont été 
testés notamment pour tenter de minimiser le volume d’EtOH consommé (en raison du coût élevé de 
l’EtOH marqué au 13C). Les détails et les résultats, ainsi que le cycle retenu pour la synthèse des 
MWNT enrichis ou non en 
13
C, sont donnés dans le chapitre V de ce manuscrit. 
 
II.3. Extraction et filtration des NTC à partir de la poudre nanocomposite 
 
L’extraction des NTC à partir de la poudre composite consiste en la dissolution du support 
(magnésie ou oxyde de magnésium) et des particules catalytiques résiduelles. Elle est réalisée par voie 
humide et conduit donc, après une étape de filtration, à la récupération de NTC bruts humides. 
Certaines méthodes de caractérisation nécessitent que l’échantillon soit sec. La lyophilisation (Alpha 
2-4 10 Plus, Martin Christ ; 0,12 mbar), précédée de la congélation de l’échantillon, est utilisée 
préférentiellement. En effet, cette méthode permet d’aboutir à l’obtention d’une poudre beaucoup 
moins agglomérée que dans le cas d’un séchage sous air en étuve (80°C). 
Un excès d’acide chlorhydrique (HCl, 37% ; 15 mL HCl/g poudre composite [40]) est utilisé pour 
réaliser l’attaque chimique de la poudre composite dans un erlenmeyer. Cette réaction est très 
exothermique. La poudre composite étant très volatile, il convient de la mouiller légèrement (ED) 
avant l’ajout progressif de HCl. Enfin, lorsque la quantité de poudre est supérieure à 5g, il est 
préférable d’immerger l’erlenmeyer dans de l’eau froide ou de la glace. La suspension est dispersée 
aux US (cuve à US, 15 min). MgO est dissout rapidement et la suspension se colore en bleu (formation 
du complexe COCl4
2-
) mais une nuit est nécessaire (réaction « overnight ») pour que l’attaque acide des 
particules catalytiques soit complète. HCl n’ayant pas un caractère oxydant, l’extraction n’entraine pas 
de dommage au niveau de la structure des NTC (i.e. pas de fonctionnalisation de la paroi externe ni 
d’ouverture des NTC) et ne permet ni l’élimination des particules métalliques encapsulées dans du 
carbone ni celle des nanofibres de carbone et du carbone désorganisé présent sous forme de voile de 
carbone [43]. Une étape de filtration sous vide de la suspension permet de récupérer les NTC mouillés 
qui ne traversent pas la membrane en nitrate de cellulose (Whatman, diamètre des pores = 0,45 µm), 
mais également les sous-produits de synthèse non éliminés lors de l’extraction. L’ensemble est rincé à 
l’aide d’ED jusqu’à neutralité du pH. 
 
III. Présentation du modèle biologique : l’amphibien Xenopus laevis 
 
Les amphibiens constituent des systèmes modèles en biologie cellulaire et en biologie du 
développement, mais également en écotoxicologie, neurosciences, biochimie, biologie évolutive, 
physiologie animale, etc. Le xénope est devenu une espèce privilégiée au cours des années, notamment 
de par sa facilité d'élevage en laboratoire, sa sensibilité aux variations environnementales et pour 
d’autres raisons que nous détaillerons par la suite. 
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III.1. Taxonomie, cycle de développement et anatomie 
 
  
Figure II. 6 : Xenopus laevis [141] : (A) Couple d’adultes (femelle à gauche et mâle à droite) et (B) œufs 
(ovocytes fécondés entourés de leur gangue). 
 
Originaire d’Afrique australe, le xénope commun (Xenopus laevis), ou crapaud à griffe ou 
dactylère du Cap, appartient à la classe des Amphibiens, invertébrés tétrapodes à température variable 
et à peau nue, et plus précisément à l’ordre des Anoures, regroupant les Grenouilles et les Crapauds, 
qui ont un corps trapu et dépourvu de queue (An Oura signifiant sans queue) à l’état adulte (figure 
II.6A), et à la famille des pipidae, amphibiens primitifs dépourvus de langue. 
Les œufs sont pondus dans l’eau (figure II.6B). Le développement du xénope (de l’œuf à l’adulte) 
est subdivisé en 66 stades [142] qui se caractérisent par des évènements morphologiques, cellulaires et 
moléculaires. Au terme du développement embryonnaire, intra-ovulaire, il éclot un bourgeon caudal 
qui se transforme en larve libre et nageuse, étant chez les Anoures appelée têtard (à cause de sa grosse 
tête fusionnée à un tronc globuleux). Ainsi débute la prémétamorphose, qui se caractérise 
principalement par un accroissement de la taille de la larve au cours duquel les membres postérieurs 
demeurent de simples bourgeons et les membres antérieurs restent logés dans les cavités branchiales 
qui recouvrent les replis operculaires. Des modifications morphologiques et anatomiques s’opèrent 
ensuite durant la métamorphose des larves. Elles conduisent à leur transformation en juvéniles, 
semblables aux adultes (figure II.7). Le changement de plan d’organisation accompagnant la 
métamorphose prépare très généralement l’animal à quitter le milieu aquatique pour devenir terrestre 
(amphi : double ; bios : vie). Les femelles et mâles adultes peuvent atteindre respectivement une taille 
de 120 à 140 mm et 70 à 100 mm. 
 
 
 
 
Figure II. 7 : Métamorphose des larves de xénope en juvéniles [143]. (A) vue dorsale, (B) vue latérale. 
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Figure II. 8 : Détails anatomiques d’un têtard (ou larve) de xénope. (A) Anatomie générale ; (B) Pigmentation au 
niveau de (B.1) la queue et (B.2) la tête ; (C) Vues dorsales, de profil et ventrale de la partie inférieure) ; 
(D) Coupes transversales effectuées au niveau de la tête mettant notamment en évidence les corbeilles (ou 
poches) branchiales [143]. 
 
Comme nous le verrons par la suite, nous n’avons pas travaillé à partir de xénopes adultes, mais à 
partir de stades précis de têtards (ou larves) de xénope, dont l’anatomie générale est présentée par la 
figure II.8A. La tête et la queue de la larve sont transparentes et ponctuées de chromatophores, 
cellules chargées de pigments noirs (figure II.8.B), qu’il convient de ne pas confondre (à l’œil nu) 
avec des NTC. Cette pigmentation est plus intense au niveau du cerveau et des organes olfactifs. 
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L’intestin n’est pas directement visible mais protégé par une membrane argentée, et agencé sous forme 
hélicoïdale. 
La transparence de la tête aux jeunes stades de développement permet de visualiser une partie des 
organes internes (figure II.8B) et notamment les corbeilles (ou poches) branchiales (figure II.8D). 
Ces dernières ont un double rôle puisqu’elles permettent à la fois d’effectuer les échanges gazeux et de 
filtrer l’eau de manière à retenir les particules alimentaires. 
 
 
III.2. Un modèle sensible, adapté aux conditions de laboratoire et à l’évaluation en milieu 
aqueux de l’écotoxicité de contaminants potentiels ou avérés 
 
« Les Amphibiens comptent parmi les meilleurs indicateurs de la santé de notre environnement. Leur déclin 
catastrophique nous met en garde sur le fait que nous sommes dans une période de dégradation 
environnementale significative. » 
Russell A. Mittermeier, Président de l’organisation américaine 
de protection de la nature Conservation International en 1989. 
 
Depuis les années 1990, l’observation du déclin généralisé des populations d’amphibiens et le 
recensement de malformations sont à l’origine de l’intérêt grandissant des écotoxicologues pour ces 
organismes, ces phénomènes pouvant être étroitement liés à la présence de contaminants potentiels ou 
avérés au niveau des compartiments aquatique et terrestre. 
Il a été prouvé que ces organismes sont en effet particulièrement sensibles aux changements 
environnementaux liés aux activités anthropiques et peuvent être considérés comme de très bons 
indicateurs de la qualité du milieu. Leur peau nue et perméable favorise les échanges gazeux, mais 
également le transport de contaminants et de leurs métabolites potentiels. De plus, au cours de leur 
développement (jusqu’au stade juvénile), l’habitat des larves se restreint au milieu aquatique. Elles 
sont donc directement et constamment exposées aux contaminants présents dans ce compartiment. 
Elles constituent par ailleurs des modèles pertinents au niveau local, du fait de leur relativement faible 
mobilité à ces stades de développement. 
L’évaluation de la toxicité chez les amphibiens est envisageable à différentes échelles de temps. Ils 
sont en effet capables de révéler aussi bien des atteintes aiguës (court terme) ou chroniques (moyen 
terme) que des atteintes à plus long terme, comme celles se manifestant au niveau génétique et 
pouvant entrainer l’apparition de lésions diverses au niveau de l’ADN. On parle alors d’atteintes 
génotoxiques. 
 
Comparé à d’autres amphibiens, Xenopus laevis possède de nombreux avantages qui en font un 
modèle particulièrement adapté aux études menées en laboratoire. 
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D’une part, alors qu’en conditions naturelles ces amphibiens s’accouplent seulement lors de la 
saison des pluies (i.e. printemps austral) dans les étangs sud-africains, un accouplement naturel (i.e. 
par fécondation in vivo) peut être obtenu à tout moment de l’année par stimulation hormonale à partir 
de préparations commerciales dans des bacs de taille appropriée. De plus, son cycle de vie court 
permet de disposer de reproducteurs rapidement. En effet, la maturité sexuelle pour les mâles et les 
femelles est atteinte respectivement à un an et un an et demi, et les accouplements peuvent être 
stimulés (hormonalement) tous les 3 mois. Enfin, l’abondance des larves obtenues à partir d’une seule 
ponte (jusqu’à 2000 œufs par ponte) permet de réduire la variabilité génétique au cours de grandes 
séries d’essais et leur développement rapide permet de disposer en 2 à 3 semaines de larves au stade de 
développement 50 (table chronologique de développement de Nieukoop et Faber [142]) pour réaliser 
des essais de toxicité. Ajoutons que la taille des œufs permet leur collecte et leur transfert sans trop de 
pertes. 
D’autre part, bien qu’il possède un plan d’organisation d’animal terrestre depuis sa métamorphose, 
le mode de vie de l’adulte est essentiellement aquatique, ne gagnant la surface de l’eau que pour 
respirer. Il peut même demeurer entièrement aquatique, ce qui facilite ses conditions d’élevage dans 
des bacs en pleine eau (au lieu d’un aquaterrarium). 
 
 
IV. Dispersion des NTC en milieu aqueux 
IV.1. Dispersion physique 
IV.1.1. Agitation mécanique à l’aide d’un ultra-turrax® 
 
L’ultra-turrax® (UT) est un instrument de dispersion mécanique qui est basé sur le principe 
rotor/stator. La rotation de la partie interne de la tige (rotor) provoque l’aspiration de la suspension 
dans le sens axial puis sa compression dans le sens radial à travers les fentes du stator (partie externe 
de la tige). De plus, des zones de turbulence sont créées dans l’interstice entre le rotor et le stator. 
Cette méthode de dispersion permet donc de réduire la taille des agglomérats de NTC soumis à de 
très hautes forces de cisaillement et de poussée, tout en homogénéisant la suspension. Cependant, la 
géométrie de la tige nécessite son rinçage après utilisation à l’aide d’un volume d’ED non négligeable 
et ne semble être efficace que sur les agglomérats les plus volumineux. Dans le cadre de la préparation 
des milieux d’exposition des essais biologiques, l’UT (modèle DI 25 basic, IKA-WERKE, 50/60 Hz, 
600 W, vitesse de rotation comprise entre 8000 et 24000 tours par minute [tpm]) n’a donc été utilisé 
que pour amorcer la dispersion des NTC bruts (suspension de DWNT et MWNT fournis par Arkema-
France), en amont des étapes de dispersion réalisées à l’aide des instruments d’ultrasonication. Les 
paramètres d’utilisation de l’UT sont détaillés dans le chapitre suivant (cf. protocoles de dispersion, 
Chapitre III). 
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IV.1.2. Agitation par ultrasons 
 
De manière à disperser plus efficacement les NTC, afin de préparer les suspensions mères (SM) et 
les suspensions d’essai nécessaires à la réalisation des expositions biologiques, une sonotrode (Vibra 
Cell 75042, 20 kHz, 500W, tige de 125 mm de diamètre) a été immergée dans les suspensions de 
NTC. 
Cet appareil est équipé d’un générateur ultrasonique relié à un transducteur piézo-électrique. La 
tension du secteur (50/60 Hz) est ainsi convertie en énergie électrique de haute fréquence, puis en 
énergie mécanique de même fréquence. Les vibrations mécaniques du convertisseur sont intensifiées 
par la sonde immergée dans la suspension, créant des ondes de compression dans le liquide. Cette 
action génère des millions de bulles microscopiques qui se propagent pendant la phase de pression 
négative, et qui implosent violemment pendant la phase de pression positive. C’est ce phénomène, 
appelé cavitation acoustique, qui dissipe une énergie considérable au niveau du point d’implosion, 
permettant ainsi une agitation intense à la pointe de la sonde. 
L’agitation moléculaire de l’échantillon provoque généralement une élévation de la température, 
pouvant réduire la cavitation et induire des phénomènes de réagglomération des NTC. Le récipient 
contenant la suspension est donc immergé dans un bain de glace et un cycle de pulsations, comprenant 
une phase de sonication (5 sec ON) suivie d’une phase de relaxation (i.e. arrêt de la sonication ; 5 sec 
OFF), est appliqué. Ce cycle améliore également le traitement en permettant aux NTC de revenir sous 
la sonde après chaque décharge. Toutefois, au cours de cette opération, l’endommagement des NTC 
(création de défauts de structure, diminution de la taille et/ou du diamètre) n’est pas exclu. Cette 
conséquence éventuelle est discutée dans le Chapitre III. 
 
Un bain à ultrasons (USC300T, VWR, 45 kHz, 80W)) a été utilisé pour disperser les NTC et 
homogénéiser les suspensions lors de l’extraction des DWNT (cf. Chapitre II, I.3), la préparation des 
grilles de MET (cf. Chapitre II, III.3.1) et des lames Raman (cf. Chapitre II, III.3.2). 
Un second bain à ultrasons (Bioblock T570, 35 kHz, 160W) a été utilisé dans le cadre de la 
préparation et du renouvellement des milieux d’exposition des essais biologiques. D’une manière 
générale ces deux appareils ont été employés pour nettoyer certaines pièces de verrerie (tubes à essai, 
erlenmeyers, …). 
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IV.2. Fonctionnalisation non – covalente à l’aide d’un agent dispersant 
 
Des suspensions stables de NTC ont été préparées en combinant les méthodes de dispersion 
physique décrites précédemment et la fonctionnalisation non-covalente des NTC à l’aide d’un agent 
dispersant. 
Deux polymères anioniques (i.e. chargés négativement), solubles dans l’eau, ont été retenus. Il 
s’agit de la carboxyméthylcellulose (CMC) et de la gomme arabique (GA). Utilisés fréquemment dans 
l’industrie agroalimentaire en tant qu’additif alimentaire (respectivement E466 et E414), ils 
n’induiraient pas de toxicité chez des organismes aquatiques [144]. En outre, la fiche de données de 
sécurité de la CMC fournit les données de toxicité aiguë suivantes : CL5096h = 100 – 1000 mg/L et 
CE48h = 97,26 mg/L respectivement chez la truite arc-en-ciel et les daphnies. En ce qui concerne la 
GA, il n’existe pas à notre connaissance de travaux relatifs à l’évaluation de son écotoxicité chez les 
organismes aquatiques. L’innocuité de ces deux polymères chez des larves de xénope a été vérifiée au 
cours d’essais biologiques (cf. Chapitre III).  
Massivement utilisés dans des domaines industriels variés (décrits ci-dessous), ils sont susceptibles 
d’être présents dans le compartiment aquatique [144]. Enfin, les solutions de CMC et GA ont la 
particularité d’être incolores. Leur présence dans les suspensions de NTC n’interférerait donc pas dans 
la mesure de leur absorbance (cf. VI.3.1). 
 
IV.2.1. Carboxyméthylcellulose (CMC) 
 
La cellulose, polymère linéaire de glucose (figure II.9A), est présente en quantité abondante, 
puisque c’est un des constituants principaux de la paroi cellulaire végétale, mais présente 
l’inconvénient d’être insoluble dans l’eau. Des dérivés, quant à eux solubles, sont synthétisés à partir 
de la cellulose. Il s’agit notamment des éthers de cellulose (-OR), tels que la CMC 
(carboxyméthylcellulose ; figure II.8B) appartenant à la famille des carboxyalkyles. Ils sont 
synthétisés à partir d’acide chloroacétique (acide carboxylique halogéné), qui permet la substitution de 
la fonction hydroxyle (-OH) par un groupe –CH2COOH. 
 
 
 
 
Figure II. 9 : Structure chimique de (A) la cellulose et de (B) la carboxyméthylcellulose. 
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La CMC est utilisée massivement en industrie agroalimentaire, mais également pour des 
applications cosmétiques et pharmaceutiques. Elle peut être présente dans des produits de 
consommation courants tels que le lait, les yaourts, les crèmes glacées, les produits de boulangerie, les 
boissons à base de pulpe de fruits, les sauces épaissies ou émulsionnées, les crèmes, les lotions et les 
dentifrices. Elle joue également un rôle important en tant qu’agent de revêtement dans l’industrie 
textile. Enfin elle est incluse dans la fabrication des résines, des peintures, des colles et des encres 
d’impression. 
Ce sont ses propriétés texturantes, résistantes aux traitements thermiques, au pH acide et au 
cisaillement, qui permettent de l’utiliser en tant qu’épaississant, émulsifiant, stabilisant, dispersant, 
et/ou rétenteur d’eau. Son caractère anionique est également exploité. 
Les caractéristiques principales de la CMC (C28H30Na8O27, Fluka) utilisée dans le cadre de la 
préparation de suspensions de NTC sont fournies dans le tableau II.1. Elle est constituée d’environ 
8% de Na. Notons que la CMC choisie a une très faible viscosité en solution. 
 
Tableau II. 1 : Caractéristiques de la CMC, polymère anionique utilisé pour la dispersion des NTC. n groupes 
carboxymethyl pour 10 unités anhydres correspond à un DS de n/10. 
 CMC 
Viscosité (mPa.s) 15-50 
Poids moléculaire (kDa) 15-50 
Degré de polymérisation 60 à 90 
Degré de substitution (DS) 0.60-0.95 
Densité (g/cm
3
)
 
1,59
 
pH (10 mg/mL H2O) 5,5 à 8,5 
 
IV.2.2. Gomme arabique (GA) 
 
La gomme arabique (GA) est définie par le comité international d’experts FAO/OMS sur les 
additifs alimentaire (JECFA) comme « exsudat séchés obtenu à partir des troncs et des branches 
d’Acacia senegal (L.) Willdenow ou d’Acacia seyal (fam. Leguminosae) » [145]. 
C’est un hétéropolysaccharide de structure complexe et de haut poids moléculaire. Il est constitué 
de sels de calcium, magnésium et potassium, ainsi que de galactose (39 à 42%), d’arabinose (24 à 
27%), de rhamnose (12 à 17%), d’acide glucuronique (15 à 16%), de protéines (1,5 à 2,6%) et d’azote 
(0,22 à 0,39%) [146] (figure II.10). Ce matériau hautement hétérogène a pu être séparé en trois 
fractions principales [147]. La première est composée d’arabinogalactanes (AG, environ 88,4% de la 
masse totale), la seconde d’arabinogalactane-protéines (AGP, ≈10,2%) et la troisième de 
glycoprotéines de faible poids moléculaire (GP, ≈1,2%). Ces trois fractions contiennent 
respectivement 0,35%, 11,8% et 47,3% de protéines. 
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Figure II. 10 : structure chimique du galactose, de l’arabinose, du rhamnose et de l’acide glucuronique 
composant la GA [148]. 
 
D’une part, l’AGP, de par sa conformation sphérique dans laquelle les blocs hydrophiles de 
carbohydrates sont attachés à une chaine polypeptidique hydrophobe [149], confère d’excellentes 
propriétés émulsifiantes à la GA [150]. Cette structure contribue en effet à son caractère amphiphile, 
favorisant son adsorption aux interfaces air/eau et huile/eau. D’autre part, la flexibilité de la structure 
des AG permet à ces molécules de se déformer facilement aux interfaces [151]. C’est pourquoi la GA 
est principalement utilisée comme émulsifiant et stabilisant. 
Les Anciens Egyptiens l’utilisaient déjà il y a 4000 ans en tant qu’adhésif pour les pigments de 
peinture, fixateur pour l’encre, liant pour des produits cosmétiques, base analgésique et l’intégraient au 
processus de momification [152]. Son utilisation s’est étendue à celle d’émulsifiant, de stabilisant, 
d’épaississant, de transporteur, d’agent d’enrobage [145]. Elle est principalement utilisé dans 
l'industrie alimentaire (e.g. boissons gazeuses, bières, sirops, mousses, bonbons gélifiés et guimauves) 
pour ses propriétés nutritionnelles et de surface [153], mais aussi dans les industries textiles, 
métallurgiques (e.g. enrobage des métaux), cosmétiques (e.g. agent adhésif dans la préparation de 
poudres et masques faciaux, onctuosité des lotions) et pharmaceutiques (e.g. microencapsulation, 
enrobage des comprimés) la poterie, la lithographie, la fabrication d’explosifs [154]. Enfin, en 
médecine traditionnelle, la GA est recommandée pour le traitement de l'inflammation à la fois interne 
(e.g. muqueuse intestinale) et externe. 
Des travaux toxicologiques récents, étudiant les propriétés antioxydantes de la GA, rapportent son 
effet protecteur contre la cardiotoxicité [120], l'hépatotoxicité [121] et la néphrotoxicité [122] induites 
chez la souris, qui se traduirait par l’inhibition de la production de radicaux libres de l'oxygène. 
La GA (Sigma-Aldrich) utilisée dans le cadre de la préparation de suspensions de NTC est 
caractérisée par un poids moléculaire de 250 kDa et une densité de 1,35 g/cm
3
.  
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V. Méthodes de caractérisation physico-chimiques 
V.1.  Analyses élémentaires 
 
La teneur (%m) en carbone (C) des poudres composites et des NTC a été déterminée par 
combustion éclair (Laboratoire de Chimie de Coordination, CNRS, Toulouse). L’échantillon est 
introduit dans un four préchauffé à 925°C, puis chauffé à 1800°C durant approximativement une 
seconde, avant d’être analysé (Perkin Elmer 2400 Série II CHNS/O Elemental Analyser System). 
L’incertitude relative de mesure est de 2%. Pour des raisons logistiques, certains échantillons (relatifs 
à la mise au point de la synthèse de MWNT à partir d’EtOH) ont été analysés par le SCA (Service 
Central d’Analyse - Institut des Sciences Analytiques, Villeurbanne, France). Après combustion totale 
(1050°C, sous flux d’oxygène) du prélèvement analytique, le dioxyde de carbone (CO2) produit à 
partir du carbone est quantifié à l’aide d’un détecteur à conductivité thermique. L’incertitude relative 
de mesure est de 0,30% et 0,50% respectivement pour les poudres composites et les NTC extraits. La 
teneur massique en C de la poudre composite permet de déterminer la masse de poudre composite à 
extraire pour préparer une suspension de DWNT de concentration voulue (cf. protocoles de dispersion, 
Chapitre III), en faisant l’hypothèse que la majorité du C est présent sous forme de NTC. 
Quant aux teneurs (%m) en métaux (Co, Mo, Fe, Al), elles ont été analysées par spectrométrie 
d’émission optique (ICP-AES ; SCA), après minéralisation par voie humide des échantillons. 
L’incertitude relative aux mesures est estimée à 5%, sauf pour le dosage de Mo et Fe au niveau 
respectivement des MWNT d’Arkema-France et des DWNT synthétisés selon le protocole classique, 
pour lesquels elle s’élève à 10%. 
 
V.2. Surface spécifique 
 
La surface spécifique (SS) des NTC a été calculée à partir de la quantité d’azote (N2) adsorbée par 
l’échantillon et mesurée au cours d’une désorption brusque. Les résultats ont été interprétés selon la 
théorie de Brunauer, Emmet et Teller (modèle BET). Elle repose sur la détermination de la surface 
réelle (accessible au gaz) des grains de poudre à partir de la surface recouverte par chaque molécule de 
N2 et du nombre de molécules qui correspond au recouvrement initial de chaque grain (i.e. formation 
d’une monocouche ou couche monomoléculaire). 
De façon à enregistrer la surface du pic proportionnelle à la quantité de gaz désorbée, il est 
nécessaire de dégazer préalablement les échantillons à 120°C sous N2 pendant 1h30 au minimum 
(obtention d’une ligne de base stabilisée), puis de les amener à 77K (température de l’azote liquide) 
pour réaliser l’adsorption de N2 (Micrometrics Flow Sorb II 2300). Un étalonnage (détermination de la 
constante de proportionnalité) est réalisé en injectant une quantité connue de N2 (dans les mêmes 
conditions opératoires que le traitement des échantillons). L’incertitude relative de mesure est de 3%. 
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V.3. Morphologie et défauts de structure 
V.3.1. Microscopie électronique en transmission (MET) 
 
L’avantage principal de la microscopie électronique réside dans l’utilisation d’un faisceau 
électronique qui, comparé à d’autres sources de rayonnement dont les longueurs d’ondes sont plus 
importantes, permet d’accéder à une résolution très élevée pouvant atteindre l’échelle atomique. Le 
principe de la microscopie électronique en transmission est détaillé en annexe. 
La morphologie et les défauts de structure des NTC extraits (DWNT et MWNT synthétisés à partir 
d’EtOH) et des MWNT (Arkema-France) ont été étudiés en MET (JEOL JEM-1400, 120 kV). Les 
NTC ont été soniqués dans de l’EtOH (bain US, 5 min), puis quelques gouttes de suspension très 
diluée ont été déposées sur une grille en cuivre (3,05 mm de diamètre) comportant un film de carbone 
troué (Lacey Carbon films on 300 or 400 mesh grids, Agar Scientific). Elles permettent l’observation 
des NTC au travers des trous de manière à éviter toute interférence avec le film de carbone. 
Les suspensions aqueuses de NTC dispersés à l’aide d’un polymère anionique ont été préparées de 
la même manière sans ajout d’EtOH pour être également étudiées en MET. 
 
V.3.2. Spectroscopie Raman 
 
La spectroscopie Raman repose sur l’étude des vibrations des liaisons entre les atomes d’une 
molécule, qui correspond à des transitions permises entre les différents niveaux énergétiques de 
vibration (et de rotation dans le cas d’un gaz). Elle présente de nombreux avantages, dont celui d’être 
non destructive et non invasive. Les acquisitions sont rapides, peuvent être effectuées à température et 
pression ambiantes, sur des échantillons de nature diverse (solides dont poudres, liquides, gaz, 
échantillons organiques ou inorganiques), la présence d’eau n’étant pas gênante. Enfin, elles peuvent 
être ponctuelles (taille définie par le diamètre du spot laser) ou appliquées sur un segment, voire une 
surface (cartographie). Le principe de la spectroscopie Raman est détaillé en annexe. 
Les NTC extraits (DWNT, MWNT synthétisés à partir d’EtOH) et les MWNT (Arkema-France) 
ont été analysés à l’aide d’un spectromètre Horiba Jobin Yvon LabRAM HR800 à 633 nm (laser 
He/Ne émettant dans le rouge), équipé d’un détecteur de rayonnement CCD (Charge Coupled Device). 
Pour ce faire, les NTC ont été soniqués dans de l’EtOH (bain US, 5 min), puis quelques gouttes de 
suspensions ont été déposées sur une lame en verre et séchées sous lampe infrarouge. Les suspensions 
aqueuses de NTC dispersés à l’aide d’un polymère anionique ont été préparées de la même manière, 
mais sans ajout d’EtOH. Après acquisition de cinq spectres par échantillon et correction de leur ligne 
de base (logiciel LabSpec), l’intensité de la bande D et celle de la bande G de chaque spectre sont 
mesurées, de manière à calculer le rapport entre ces deux intensités (ID/IG). Ainsi, sont donnés le 
rapport ID/IG moyen (±écart-type) et le spectre Raman moyen et normalisé selon l’intensité moyenne 
de la bande G sont donnés pour chaque échantillon.  
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V.3.3. Détermination de la taille des agglomérats par DLS 
 
L’analyse d’une suspension par diffusion dynamique de la lumière (en anglais Dynamic Light 
Scattering, DLS) permet d’évaluer la taille, dans le domaine submicronique, de particules en 
suspension dans un milieu liquide. Son principe est détaillé en Annexe. 
 
Les solutions de CMC et GA (50 mg/L), ainsi que les suspensions de MWNT dispersés à l’aide de 
l’un ou l’autre de ces agents dispersants ont été préparées selon le protocole défini dans le chapitre III. 
Après traitement de la suspension à la cuve à US (5 min), un échantillon a été transféré dans une cuve 
à usage unique (1 mL) rincée au préalable à l’aide d’ED filtrée. Cinq mesures successives par 
échantillon ont été effectuées (Zetasizer Nano ZS, Malvern) à température fixe (20°C). En effet, la 
température doit être stabilisée sinon des courants de convection peuvent se créer et introduire un biais 
lors de la mesure. La source monochromatique utilisée est un laser He/Ne (λ=633 nm). Le rayon 
diffusé est détecté à un angle de 173°. La durée de mesure et l’indice d’atténuation sont déterminés par 
l’appareil (mode automatique) et varient donc d’un échantillon à l’autre. 
Les fonctions d’auto-corrélation ont été retravaillées selon la méthode multimodale (algorithme qui 
convient pour un échantillon polydispersé) de façon à distinguer les différentes populations composant 
l’échantillon. 
 
V.4. Suivi de la décantation des nanotubes de carbone en milieu aqueux par spectrométrie 
d’absorption UV-visible 
 
La spectrométrie d’absorption est basée sur la loi de Beer-Lambert qui indique la proportionnalité 
entre l’intensité lumineuse absorbée et la quantité de matière absorbante (équation II.1). En mesurant 
l’absorbance (A) du milieu à une longueur d’onde (λ) donnée, il est donc possible de déterminer la 
concentration d’une substance soluble dans un échantillon. 
 
0IA = log( ) = εlC
I
 (II.1) 
avec A l’absorbance du milieu traversé par le rayonnement, I0 l’intensité lumineuse incidente, I l’intensité 
lumineuse transmise, ε le coefficient d’extinction molaire caractéristique de la substance étudiée à une longueur 
d’onde donnée (L/mol/cm), l l’épaisseur traversée (cm) et C la concentration (mol/L). 
 
La spectrométrie UV-visible a été utilisée pour affiner le protocole de préparation des milieux 
d’exposition (suspensions de NTC bruts ou dispersés à l’aide de CMC ou GA ; cf. Chapitre III) à partir 
duquel ont été réalisés les premiers essais de toxicité sur amphibien (Ambystoma mexicum et Xenopus 
laevis ; [140]). Ainsi l’examen visuel de l’agglomération et de la décantation des NTC au cours du 
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temps, autrement dit de la stabilité des suspensions, a été complété par la mesure de la densité optique 
(DO ; Perkin Elmer Lambda 2 Spectrophotometer, λ=550 nm) de prélèvements (2 à 3 mL) réalisés à 
intervalles de temps réguliers pendant au moins 24 h (car renouvellement quotidien des milieux 
d’exposition), au centre de la colonne d’eau. Les résultats sont donnés dans le Chapitre III. 
Une cuve en quartz (100-QS, l=10 mm) a été utilisée pour réaliser ces mesures. Toutes les 
suspensions ont été dispersées au bain US (5 min) avant analyse. La mesure de solutions d’agent 
dispersant (CMC et GA, 50 mg/L) a permis de vérifier qu’elles n’absorbaient pas significativement à 
la longueur d’onde choisie et que la présence d’agent dispersant n’intervenait donc pas dans la 
détermination de la concentration en NTC. Pour chaque prélèvement, celle-ci a été déterminée à partir 
de la moyenne de trois mesures successives de DO et de la courbe d’étalonnage obtenue à partir d’une 
gamme de concentrations en NTC connues (0 à 60 mg/L) et préparées selon le même protocole de 
dispersion que les suspensions étudiées (les détails sont donnés dans le Chapitre III). Enfin, la 
déviation des mesures a été contrôlée en analysant régulièrement de l’ED (suspensions de NTC bruts) 
ou la solution d’agent dispersant (suspensions de NTC dispersés). 
 
 
VI. Méthodes d’évaluation de la toxicité des NTC chez le modèle amphibien Xenopus laevis 
VI.1. Elevage des adultes (reproducteurs) 
 
Les adultes sont élevés dans des bacs remplis au 2/3 d’eau potable (au minimum 4 l d’eau par 
animal adulte) traitée par ultraviolets (destruction des micro-organismes et réduction du taux de 
chlore) et équipés d’un couvercle grillagé qui empêche leur fuite. Les mâles sont séparés des femelles 
pour éviter toute reproduction non contrôlée. 
Une pièce thermostatée permet de maintenir la température ambiante à 22 ± 1°C. L’alternance 
jour/nuit de l’éclairage est assurée par une horloge avec une périodicité de 12h/12h. Les animaux sont 
nourris deux fois par semaine (granulés pour élevage piscicole, Trouw France SA. Le lendemain du 
nourrissage, les aquariums sont nettoyés (renouvellement une fois par semaine des 2/3 du volume 
d’eau) de manière à enlever l’excès de nourriture, les déjections, etc. 
 
VI.2. Reproduction in vivo et élevage des larves jusqu’au stade 50 
 
Une dose d’hormone est injectée dans les sacs lymphatiques dorsaux des individus sélectionnés 
pour la reproduction. La femelle et le mâle reçoivent respectivement 750 UI de gonadotrophine 
chorionique humaine 1500 (Human Chorionic Gonadotropin, HCG ; MSD, France, [9002–61–3]) et 
50 UI de gonadotrophine sérique de jument 500 (Pregnant Mare’s Serum Gonadotrophin, PMSG ; 
Intervet, France, [9002–70–4]). Le couple est alors placé dans l’obscurité, dans un bac noir au fond 
duquel repose une grille, pour éviter que les œufs ne soient abîmés ou ingérés par les adultes. 
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Figure II. 11 : Accouplement de xénopes, pendant lequel le mâle (à gauche) est accroché à la femelle (à droite) 
par la ceinture pelvienne (amplexus). 
 
Lors de l’accouplement, le mâle (30% plus petit que la femelle) s’accroche à celle-ci au niveau de 
la ceinture pelvienne (figure II.11). Cette position (amplexus) permet aux ovocytes, expulsés 
périodiquement par la femelle sous forme de grappes, d’être aussitôt fécondés par le mâle (fécondation 
externe). 12 à 15h sont nécessaire pour que les premiers ovocytes soient libérés. 48h après injection, il 
convient (après avoir séparé les adultes si ce n’est pas déjà fait) de retirer les reproducteurs du bac 
pour les transférer dans des bacs de repos, où les animaux seront maintenus au moins deux mois avant 
de recevoir de nouvelles injections hormonales. Les œufs (mesurant de 1,2 à 1,3 mm de diamètre) 
fécondés et viables sont transférés dans un aquarium rempli d’eau déminéralisée et enrichie en sels 
minéraux, maintenue à une température de 22 ± 1°C grâce à une résistance chauffante, oxygénée et 
brassée grâce à un aérateur placé au centre de l’aquarium. 
Les larves (ou têtards) sont microphages. Elles sont nourries quotidiennement avec du Tétraphyll® 
finement moulu. La nourriture qui s’est déposée au fond de l’aquarium, ainsi que la microfaune qui se 
développe autour, sont broutées par les larves qui adoptent une position stationnaire et oblique (45°, la 
tête tournée vers le fond). Bien que brouté en permanence par les larves, le fond de l’aquarium doit 
être nettoyé régulièrement par aspiration manuelle. Le niveau d’eau est ajusté si nécessaire. 
 
 
VI.3. Protocole d’exposition des larves 
 
Les essais débutent sur des larves ayant atteint le stade 50 de la table chronologique de 
développement de Nieuwkoop et Faber (figure II.12, [142]). Elles sont donc élevées dans les 
conditions décrites précédemment (cf. IV.2) pendant environ 15 jours suivant leur éclosion. Elles 
mesurent alors entre 20 et 27 mm et présentent une constriction à la base du membre postérieur 
(figure II.12). 
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Figure II. 12: Larves de xénope (A, B, C) au stade 50, (A) au stade 54 et (A) en début de métamorphose (M). Les 
cercles mettent en évidence la présence d’une constriction à la base du membre postérieur [155], [142]. 
 
Elles sont exposées pendant 12 jours à une gamme de concentrations en NTC (lots de larves 
traitées). L’exposition de lots dits témoins est menée en parallèle. Il s’agit des conditions d’exposition 
suivantes : 
 
 Condition témoin négatif (T-). Dans ce milieu, les larves se développent en conditions 
optimales et doivent donc avoir atteint à l’issu de l’essai le stade 54 (figure II.12A), 
précédent la métamorphose au-delà de laquelle l’érythropoïèse devient insuffisante pour 
induire la formation de MN. Ce milieu est préparé à partir d’eau déminéralisée, à laquelle 
sont ajoutés des sels minéraux en concentration connue (tableau II.2) ; 
 
 Condition témoin positif (T+). Dans ce milieu, les larves sont exposées à une substance 
génotoxique de référence : le CP (CycloPhosphamide monohydrate, [6055–19–2], Sigma, 
France ; 20 mg/L). Ce lot de larves permet de contrôler la sensibilité du réactif biologique 
et de valider l’essai ; 
 
 Autre(s) condition(s) témoin(s). Dans ce(s) milieu(x), les larves sont exposées à un 
matériau de référence (CB ; cf. Chapitre III) ou à une substance différente de celle évaluée 
(i.e. NTC) et présente dans les milieux d’exposition des larves traitées (e.g. agent 
dispersant ajouté au milieu pour favoriser la dispersion des NTC, cf. Chapitre III), et ce à la 
même concentration. 
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Tableau II. 2 : Composition de l’eau reconstituée (ER). 
Nature des sels Concentration en mg/L 
Chlorure de calcium (CaCl2, 2H2O) 294,0 
Sulfate de magnésium (MgSO4, 7H2O) 123,25 
Hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3) 64,75 
Chlorure de potassium (KCl) 5,6 
 
Les lots de larves traitées et de larves témoins, provenant toutes de la même ponte, afin de diminuer 
la variabilité génétique, sont constitués chacun de 20 individus. Les essais sont menés dans des 
cristallisoirs contenant 2L de milieu (100mL/larve). Les milieux d’exposition (lots témoins et traitées) 
sont renouvelés quotidiennement (conditions semi-statiques). La nourriture est distribuée en une fois 
au moment du renouvellement des milieux d’exposition) et en quantité suffisante pour qu’il subsiste 
de la nourriture non absorbée 7 h après la distribution [156]. 
Les essais ont lieu dans une pièce thermostatée, de façon à maintenir la température des milieux à 
22°C ± 0,5 °C, sous éclairement selon un rythme nycthéméral. La température et le pH sont vérifiés 
régulièrement. Ce dernier doit être compris entre 6 et 8. 
 
VI.4. Evaluation de la toxicité aiguë 
 
La mortalité des larves est relevée quotidiennement et seules les survivantes sont réintroduites dans 
les milieux d’essai après leur renouvellement. Ainsi, la toxicité aiguë (taux de mortalité, %) est 
évaluée à l’issu des 12 jours d’exposition. La mortalité des T- et T+ ne doit pas excéder 15% du 
nombre d’animaux traités, sinon l’essai ne peut être validé [156]. De ce fait, nous considérons que le 
taux de mortalité dans les autres milieux d’essai est significatif dès lors qu’elle atteint 20%. 
 
VI.5. Evaluation de la toxicité chronique 
 
La toxicité chronique (inhibition de croissance potentielle par rapport au T-) est évaluée après 12 
jours d’exposition. Pour ce faire, les larves sont anesthésiées par immersion dans une solution de 
tricaïne méthane sulfonate (MS222, Sandoz, France ; 0,2 g/L) avant le début de l’essai (J0) et aux 
termes de l’essai (J12). Il est ainsi possible de déterminer leur taille à l’aide du logiciel d’analyse 
d’image Mesurim [157], puis d’effectuer des traitements statistiques (SigmaStat 3.5). 
Dans un premier temps, l’homogénéité des données de taille à J0 est vérifiée sur l’ensemble des 
lots, en s’assurant de l’absence de différence significative entre chacun des lots. Pour se faire, une 
analyse de la variance (ANOVA, test paramétrique) est réalisée lorsque les données suivent une loi 
normale et que les lots de larves ont une même variance (homoscédasticité). Dans le cas où au moins 
une de ces hypothèses n’est pas vérifiée, le test de Kruskal-Wallis (test non paramétrique) est effectué.  
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En ce qui concerne les données de taille à J12, une ANOVA est réalisée sur l’ensemble des données, 
si ces dernières suivent une loi normale et que l’égalité des variances est vérifiée. Si ce test met en 
avant une différence entre les lots, un test de Dunnet est appliqué, de manière à identifier le/les 
condition(s) pour lesquelles la taille moyenne des larves est, aux termes de l’essai, significativement 
différente de celle des larves de la condition T-. Lorsque les hypothèses de l’ANOVA ne sont pas 
vérifiées, un test de Kruskal-Wallis est réalisé. Si ce test met en avant une différence entre les lots, un 
test de Dunn est effectué à la place d’un test de Dunnett. 
Les résultats sont donnés au niveau d’un graphique présentant les taux de croissance (t) des 
différents lots calculés d’après l’équation II.2 et normalisés par rapport au taux de croissance du lot 
T- (tT- = 100 %). 
 
12 0 12 0
12 0
J J J J
J J
- -
(µX -µX ) - (µT -µT )
t = ×100- -
µT -µT
 (II.2) 
avec µ la taille moyenne des larves du lot sélectionné (µX) et du lot T- (µT 
-
). 
 
VI.6. Evaluation de la génotoxicité 
VI.6.1. Principe du test micronoyau amphibien 
 
Le test micronoyau (MN) amphibien a été mis au point par Jaylet et al. [158] sur les larves de 
pleurodèles (i.e. Pleurodeles waltl) de manière à évaluer la qualité des eaux de surface en termes de 
pollution, voire cribler les composés chimiques clastogènes (i.e. induisant des cassures 
chromosomiques). Il a ensuite été étendu aux larves de xénope [159] de manière à détecter les 
mutations chromosomiques et génétiques, et évaluer le potentiel génotoxique de substances ou de 
mélanges de substances présentes dans le milieu d’exposition de ces animaux [160]. C’est à ce jour le 
seul test de génotoxicité in vivo existant sur vertébré aquatique qui soit validé au niveau national [156] 
et au niveau international (ISO 21427-1) [161].  
Ce test normalisé s’applique aux substances solubles ou miscibles à l’eau, aux eaux de surface et 
souterraines, aux effluents aqueux, aux lixiviats et éluats aqueux de sols, de déchets ou de boues de 
station d’épuration [156]. Au cours de la thèse de Landois [140] et de cette thèse, son utilisation a été 
élargie à aux NTC. Les travaux relatifs aux essais MN menés au cours de ces deux thèses représentent 
une contribution exploratoire à l’extension du domaine de ce bioessai vers des NP hydrophobes 
manufacturés en suspension dans l’eau. 
Il a été montré que l’exposition à des agents génotoxiques en milieu aquatique induisait la 
formation de micronoyaux (MN) dans les érythrocytes de larves de pleurodèle [158] et de xénope 
[159]. Les MN résultent de la fragmentation de chromosomes et/ou de l’individualisation de 
chromosome(s) entier(s) lors du processus mitotique. Ce matériel génétique n’est alors pas intégré 
dans le noyau de la cellule fille et demeure dans le cytoplasme après la reconstitution de son enveloppe 
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nucléaire (figure II.13). Ces petites masses intracytoplasmiques de chromatine, semblables à des 
petits noyaux, peuvent se former à la suite : 
 
 de cassures chromosomiques dues à la présence d’un agent clastogène. Les fragments de 
chromosome dépourvus de centromères ne peuvent plus contracter de liens avec le 
fuseau mitotique et ne peuvent donc pas migrer correctement aux pôles de la cellule ; 
 
 et/ou d’un disfonctionnement de l’appareil mitotique et/ou du complexe centromère-
kinétochore du à la présence d’un agent aneugène. Dans ces conditions, des 
chromosomes entiers sont susceptibles de ne pas migrer aux pôles lors de l’anaphase. 
 
  
Figure II. 13 : (A) Processus mitotique illustrant la formation d’un micronoyau. (B) Visualisation de 
micronoyaux (MN) sur un frottis sanguin de xénope. [162] et [163]. 
 
VI.6.2. Protocole d’évaluation de génotoxicité 
 
Le sang de chaque individu survivant à l’issu de l’essai est prélevé sous loupe binoculaire (Leica, 
modèle Z30E, x10) par ponction intracardiaque à l’aide d’une micropipette héparinée (200 µg/L, 
solution aqueuse de chlorure de sodium à 7g/L). Un frottis par animal est alors réalisé à l’aide d’une 
lame rodée sur une lame histologique dégraissée. Les préparations sont séchées à l’air, puis fixées avec 
du méthanol (3 min), colorées à l’hématoxyline de Groat (15 min, tableau II.3), rincées à l’eau 
déminéralisée (10 min) et enfin séchées à l’air. 
 
Tableau II. 3 : Composition de la solution d’hématoxyline de Groat. 
Alun de fer 10,0 g/L 
Hématoxyline 5 g/L 
Acide sulfurique 8 mL/L 
Ethanol 500 mL/L 
Eau ultra-pure 500 mL/L 
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La lecture de 1000 érythrocytes par lame est effectuée en dénombrant le nombre d’érythrocytes 
comportant un ou plusieurs MN, à l’aide d’un microscope optique (Leitz/Leica Biomet GMBH, type 
020-507-010) muni d’un objectif à immersion (puissance de grossissement x100). Les mitoses sont 
également recensées de manière à discuter des réponses biologiques obtenues par rapport à l’index 
mitotique (taux moyen de cellules en mitose pour 1000 érythrocytes observés) des larves de chaque 
condition. 
Le taux d’érythrocytes à MN (EMN, nombre d’érythrocytes à un ou plusieurs MN pour un total de 
1000 érythrocytes, ‰) est déterminé pour chaque lot. La méthode statistique de Mac Gill [164] est 
appliquée pour l’analyse des résultats [156]. Pour chacun des lots, les résultats sont présentés sous 
forme d’un tableau et rangés par ordre croissant des valeurs. Les valeurs de la médiane (M) et l’écart 
interquartile (EIQ, différence entre le quartile haut et le quartile bas) sont déterminés pour chaque lot, 
puis l’intervalle de confiance (IC, probabilité de 95%) de la médiane de chaque groupe selon 
l’équation II.3 : 
 
EIQ
IC = M ±1,57 ×
n
 (II.3) 
avec n le nombre de frottis pour le lot considéré. 
 
La valeur de la médiane de chaque groupe est comparée à celle du T- afin de déterminer la/les 
condition(s) induisant un effet génotoxique. Un résultat est considéré comme positif quand la médiane 
est supérieure à celle du T- et que les intervalles de confiance n’ont pas de point commun, autrement 
dit, on observe l’induction de MN dans les érythrocytes des animaux composant ce lot à un taux 
significativement supérieur à celui du lot T-. Le résultat du T+ doit être positif pour valider l’essai 
[156]. 
 
 
VII. Méthodes d’analyse appliquées aux larves de xénope et aux milieux d’exposition  
 
Dans le cadre du développement de nouvelles méthodes de détection des NTC (cf. Chapitre V), les 
travaux ont été effectués à partir de matière biologique sèche remise ou non en suspension dans de 
l’ED. Les organes prélevés ou les larves entières ont été directement congelées (-80°C) pour être 
ensuite lyophilisés (Alpha 2-4 10 Plus, Martin Christ ; 0,12 mbar). Les protocoles de préparation et 
d’analyse des échantillons sont détaillés dans le Chapitre V. 
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VII.1.1. Etudes de coupes histologiques d’organes en microscopie et en spectroscopie 
Raman 
 
Des prélèvements d’organes (intestin, foie, cerveau, œil, corbeilles branchiales) ont été réalisés à la 
suite des ponctions intracardiaques, également sous loupe binoculaire (Leica, modèle Z30E, x10). Un 
appareil photo numérique monté sur cette loupe binoculaire a permis de réaliser des clichés de larves 
entières et d’organes. Les organes ont été fixés immédiatement après leur prélèvement dans du 
glutaraldéhyde (2% dans du tampon Sörensen à 0,1 M à 4°C), de manière à pouvoir réaliser des 
coupes histologiques et les étudier en microscopie optique, en spectroscopie Raman ou en MET. 
L’utilisation d’un MET requiert la préparation d’échantillons d’épaisseur très faible (coupes ultra-
fines, UF ; environ 70 nm d’épaisseur) montés sur des grilles de cuivre recouvertes d’une fine 
membrane de carbone, alors que la spectroscopie Raman est effectuée sur des échantillons plus épais 
(coupes semi-fines, SF ; 1,0 µm d’épaisseur) disposés sur des lames en verre. Ces deux types 
d’échantillons ont été préparés en collaboration avec Isabelle Fourquaux (Centre de Microscopie 
Electronique Appliquée à la Biologie de la Faculté de Médecine de Rangueil, Toulouse, France). 
Les organes immergés dans du glutaraldéhyde sont post-fixés au tétroxyde d’osmium (1%), et enfin 
déshydratés dans des bains d’EtOH de degrés croissants (30 à 100°). L’inclusion des organes est 
réalisée dans une résine époxy (Embed812-Araldite502 resin, EMS). Après une étape de substitution 
dans un mélange oxyde de propylène/résine, les échantillons sont imprégnés en résine pure, puis 
placés dans des moules et mis à polymériser (60°C, environ 48h). 
 
 
 
 
Figure II. 14 : (A) Ultramicrotome équipé d’un support (SB) pour positionner le bloc de résine (BR) et d’un 
porte-couteau (PC). La flèche en pointillés indique le sens de coupe. (B) Ruban de coupes flottant à la surface du 
réservoir d’eau. (C) Récupération de coupes sur une grille MET. 
 
BR SB 
PC 
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Les blocs ainsi obtenus, pré-taillés en pyramide tronquée, peuvent alors être coupés sur un 
ultramicrotome (Ultracut Reichert ; figure II.14A) avec un couteau en diamant. Le porte-couteau est 
équipé d’un réservoir rempli d’ED permettant de récupérer au fur et à mesure les coupes sous forme de 
ruban (figure II.14B). Notons que la première n’est jamais exploitable, une série de coupes 
successives est donc effectuée. Les teintes des coupes permettant d’apprécier leur épaisseur, celles 
considérés comme exploitables sont récupérées à la surface de l’eau. 
Les coupes SF sont déposées sur lame de verre et colorées, après séchage, au bleu de méthylène. 
Les coupes SF ont été exploitées par microscopie optique et des clichés ont été réalisés grâce à une 
caméra numérique (Olympus BX 41, grossissement x10) montée sur ce microscope, mais également 
par spectroscopie Raman. Les conditions d’analyse sont détaillées dans le chapitre III. 
Après réduction de la surface de coupe (étape facultative), les coupes UF sont récupérées sur des 
grilles de cuivre membranées au collodion (figure II.14C), puis contrastées à l’aide d’acétate 
d’uranyle (AU, 3% dans de l’EtOH (50°) et de citrate de plomb (C-Pb, d’après Reynolds), ou 
seulement à l’aide d’AU (cf. Chapitre III). Le C-Pb se fixe sur les membranes plasmiques et celle des 
divers organites cellulaires et l’AU sur les nucléoprotéines (i.e. noyau, ribosomes, nucléoles). Ainsi, 
lors de l’observation des coupes UF au MET, ces atomes lourds interagissent suffisamment avec les 
électrons pour les écarter de la partie du faisceau interceptée par le détecteur (phosphorescent ou 
CCD), faisant ainsi apparaitre des zones sombres aux endroits où ces atomes sont adsorbés sur la 
matrice biologique. Enfin, un film de grains de carbone (0,5 nm environ) a été déposé sur les coupes 
UF à l’aide d’un évaporateur de carbone sous vide secondaire (Edwards Auto 306), pour éviter leur 
détérioration lors de leur observation en MET dans les mêmes conditions que celles utilisées pour la 
caractérisation des NTC (cf. IV.4.1). 
 
VII.1.2. Analyse des isotopes stables du carbone (12C et 13C) 
 
Un élément chimique 
A
Z X  est défini par son numéro atomique Z, qui correspond à son nombre de 
protons ou d’électrons (un atome étant électriquement neutre). Il peut néanmoins présenter un nombre 
de neutrons variable qui influe sur sa masse A, donnée par la somme de son nombre de protons et de 
neutrons. Un élément chimique peut exister à l’état naturel sous différentes formes, plus ou moins 
lourdes, stables ou radioactives (i.e. retour à une forme stable par émission d’une particule) et 
d’abondance variable, appelées isotopes. Ainsi le carbone, élément chimique constitué de 6 protons, 
existe sous deux formes isotopiques stables, le 
12
C dit isotope léger (6 neutrons) et le 
13
C dit isotope 
lourd (7 neutrons), ainsi que sous une forme radioactive, le 
14
C. Le C se rencontre pratiquement 
exclusivement sous forme de 
12
C (98.89% du stock global de C), l’abondance naturelle du 13C 
approchant seulement 1,10 %. Les isotopes d’un élément chimique possèdent les mêmes propriétés 
chimiques mais des propriétés thermodynamiques (états d’équilibre) et cinétiques (vitesses de 
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réaction) différentes. Ainsi, au cours des processus physiques, chimiques et biogéochimiques, il se 
produit un fractionnement isotopique, c'est-à-dire l’enrichissement ou l’appauvrissement d’un isotope 
par rapport à l’autre qui conduit à une modification des rapports isotopiques des produits par rapport à 
ceux des réactifs. L’étude de la variation des abondances isotopiques naturelles est ainsi de plus en 
plus utilisée dans des domaines tels que la géochimie et l’écologie, notamment pour la compréhension 
du fonctionnement des réseaux trophiques.  
Afin de permettre la comparaison des mesures effectuées dans les différents laboratoires, la 
composition isotopique du C d’un échantillon (δ13C, équation II.4), donnée par le rapport isotopique 
de l’échantillon (13C/12Céch), est exprimée en fonction du rapport isotopique du standard international, à 
savoir le carbonate marin Pee-Dee-Belemnite (PDB ; 
13
C/
12
CPDB = 0,0112372). Cette coquille de 
Belemnitella americana datant du Crétacé est issue d’un site fossilifère situé en Caroline du Sud 
(Etats-Unis d’Amérique). Bien que les réserves de PDB soient épuisées, son rapport isotopique 
continue à être considéré comme valeur de référence (i.e. valeur nulle), et sert désormais à calibrer les 
matériaux de référence fournis par l’AIEA (Agence Internationale de l’Energie Atomique) de Vienne 
(Autriche). δ13C représente donc la déviation du rapport isotopique de l’échantillon par rapport au 
standard international. Le rapport isotopique du PDB étant plus élevé que celui des composés naturels 
à base de carbone, les valeurs δ13C sont généralement négatives (figure II.15). Le δ13C d’un composé 
est donc d’autant plus négatif que ce produit est pauvre en 13C comparativement au standard 
international. 
   13 12 13 1213
13 12
C C - C CPDBech
C = ×1000
C CPDB

 
 
 
 
 (II.4) 
 
 
Figure II. 15 : Variations des compositions isotopiques en unité δ (‰) du carbone suivant l’origine des 
échantillons. D’après [165]. 
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Nous nous sommes servis du fait que l’abondance relative en 13C des organismes est très faible 
pour exposer des larves de xénope à des DWNT et de MWNT synthétisés à partir d’une source de C 
enrichie en 
13
C (i.e. respectivement 
13
C-CH4 et 
13
C-EtOH) et les utiliser comme traceurs (i.e. 
indicateurs) de la présence éventuelle de NTC au niveau de leur sang et leur foie. Les conditions 
d’exposition sont détaillées dans le Chapitre V. Des ponctions intracardiaques et des prélèvements de 
foie ont été effectués au terme de l’exposition. Les échantillons ont été conditionnés individuellement 
et dans leur intégralité dans des eppendorfs, puis congelés et lyophilisés, et enfin broyés et 
homogénéisés. Des prélèvements de l’ordre de 50 µg ont été transférés dans une nacelle en étain, puis 
analysés après combustion catalytique à l’aide d’O2 pur sous haute température (Elementar, modèle 
Vario Micro Cube ; température supérieure à 1200°C). Les gaz produits sont débarrassés de l’eau et du 
dioxygène, puis extraits, séparés par chromatographie en phase gazeuse et purifiés. Le dioxyde de 
carbone récupéré est analysé par spectrométrie de masse isotopique afin de déterminer le rapport 
isotopique 
13
C/
12C. L’utilisation d’un diluteur de gaz (i.e. analyse de 10% du gaz émanant de 
l’échantillon ; Isoprime Diluter) a permis d’analyser des échantillons de masse plus importante 
(comprise entre 180 et 780 µg). Des étalons adaptés au dosage isotopique du carbone ont été mesurés 
régulièrement (i.e. début, milieu et fin de chaque série). Il s’agit de graphite (δ13C = -16,1‰) et de 
végétaux terrestres appartenant au groupe C3 (betteraves ; δ13C = -25,5 ‰) et au groupe C4 (canne à 
sucre ; δ13C = -12‰). L’incertitude relative de mesure est estimée à 0,2‰. 
D’une manière générale, les organismes accumulent de préférence du 12C et ont une signature 
isotopique qui oscille autour de -25‰. Ainsi pour un type d’échantillon (i.e. sang ou foie de larve 
exposée), une valeur δ13C significativement différente de celle du témoin (i.e. sang ou foie de larve 
issue de la condition T-) peut mettre en évidence la présence de NTC enrichis en 
13
C au niveau de 
l’échantillon analysé. Les conditions de validation de cette méthode et la pertinence des résultats sont 
discutés dans le Chapitre V. 
 
VII.1.3. Etude de la décantation des NTC dans les milieux d’exposition par spectrométrie 
d’absorption UV-visible 
 
De manière à évaluer l’influence de la présence de larves et/ou de nourriture sur la stabilité des 
suspensions de NTC, des prélèvements ont été effectués à intervalles de temps réguliers, au centre de 
la colonne d’eau des milieux d’exposition au cours des essais MN. Ces prélèvements concernent les 
essais MN pendant lesquels la toxicité potentielle des NTC bruts et des NTC dispersés à l’aide de 
CMC ou de GA a été évaluée (cf. Chapitre III). 
Ces échantillons ont été analysés en spectrométrie UV-visible, selon le même protocole que celui 
appliqué aux suspensions de NTC dans le cadre de la mise au point d’un protocole de préparation des 
milieux d’exposition (cf. IV.3). 
 
Thèse de doctorat – F. Bourdiol 
77 
VIII. Gestion des déchets contaminés par les NTC 
 
A ce jour, il n’existe aucune réglementation particulière quant au traitement en tant que déchets des 
NTC, ainsi que des matériaux qui en sont constitués et sont susceptibles d’en libérer, que l’on prenne 
en considération leur fabrication, leur usage ou de leur fin de vie. Il en est de même pour les 
suspensions liquides et les objets contaminés. Les laboratoires de recherche et les industries produisant 
ou utilisant des nanoparticules ont pris l’habitude d’écarter ces déchets de la filière de traitement des 
déchets classiques et réglementés, pour les faire incinérer à haute température. 
En ce qui nous concerne, le matériel solide à usage unique (e.g. papier absorbant, gants, 
eppendorfs, contenants plastiques) souillé par les NTC et les organismes exposés aux NTC a été 
stocké dans des seaux (capacité de 30L) blancs en PP (polypropylène) réglementaires spécifiques. 
Chaque contenant a été identifié, puis pris en charge au cours de leur durée de validité par la société 
spécialisée Labo Services (Teris, Castelsarrasin) de manière à être incinérés. La verrerie et le matériel 
réutilisable ont été décontaminés par traitement aux ultrasons. 
De manière à réduire les volumes à traiter, les effluents aqueux contaminés (e.g. milieux 
d’exposition contenant des NTC, eaux de nettoyage) ont été filtrés, avant rejet. Les filtres papiers 
(Fisherbrand W5171H- 11832723 ; diamètre de 150 mm, densité de 64 g/m
2
, seuil de coupure compris 
entre 10 et 20 µm, vitesse moyenne de filtration de 50 sec selon DIN) ayant permis la récupération des 
NTC ont été traités de manière similaire au matériel à usage unique souillé. Dans le cas particulier des 
suspensions et des milieux d’exposition pour lesquels les NTC ont été dispersés à l’aide d’un 
polymère anionique, avant de rejeter le filtrat à l’évier il a d’abord fallu enrichir ces suspensions en 
ions divalents Ca
2+
. Cette étape permet de désorber l’agent dispersant et ainsi provoquer la 
réagglomération des NTC [166] (figure II.16), sans quoi les NTC individualisés passaient au travers 
du filtre. La filtration a lieu 24 à 48 h après l’ajout de CaCl2 déshydraté (entre 5 et 10 g/L) et 
l’agitation manuelle de la suspension. 
 
Enfin, le filtrat des milieux d’exposition relatifs à l’essai MN de co-exposition DWNT-Pb(II) a été 
stocké dans des bidons (capacité de 10L) en PEHD (polyéthylène haute densité) réglementaires 
spécifiques. Chaque contenant a été identifié, puis pris en charge au cours de leur durée de validité par 
la société spécialisée Labo Services (Teris, Castelsarrasin) pour être traité en tant qu’effluent de 
composés de métaux lourds. 
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T0 T0+1 min 
 
 
 
T0+5 min T0+quelques heures 
  
Figure II. 16 : Effet de l’ajout d’une solution de CaCl2 dans des suspensions de DWNT dispersés à l’aide de 
CMC. La concentration en CMC est égale à la concentration en DWNT 
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 Chapitre III : Mise en suspension de DWNT et de MWNT 
à l’aide d’un agent dispersant biocompatible. 
Influence sur les réponses biologiques des larves de xénope 
 
 
I. Introduction 
 
Au cours de leur cycle de vie, des NTC sont susceptibles d’être relargués dans l’environnement, 
d’intégrer notamment le compartiment aquatique, connu pour être un réceptacle majeur des 
contaminants, et finalement d’interagir avec les organismes aquatiques en présence. D’une part, la 
diversité des NTC en termes de structure, de morphologie et de propriétés physico-chimiques pourrait 
constituer un ensemble de paramètres modulant leurs interactions avec les organismes aquatiques et 
les réponses biologiques de ces derniers. D’autre part, plusieurs scénarios de répartition des NTC au 
sein du compartiment aquatique sont possibles. Ils seraient majoritairement localisés au niveau des 
sédiments sous forme de faisceaux ou d’agglomérats (objets macroscopiques), mais également sous 
forme plus individualisée et en suspension dans la colonne d’eau notamment après leur interaction 
avec des composés organiques naturels ou synthétique, présents dans l’eau et agissant comme des 
agents dispersants. 
Les travaux présentés dans ce chapitre se concentrent sur l’évaluation de la toxicité de NTC chez la 
larve d’amphibien Xenopus laevis, selon le test MN ISO 21427-1 [161] (ce modèle aquatique et les 
détails de l’application de ce test sur celui-ci sont présentés dans le Chapitre II). Deux types de NTC 
ont été testés : les DWNT synthétisés au CIRIMAT et les MWNT synthétisés par Arkema-France (cf. 
Chapitre II). Ces travaux ont été notamment menées dans le cadre du laboratoire commun de 
recherche NAUTILE (NAnotUbes et écoToxIcoLogiE), premier laboratoire mixte public/privé 
(Institut National Polytechnique de Toulouse - Université Paul Sabatier - CNRS de Toulouse/Arkema-
France) dédié à l’étude de l’impact écotoxicologique des NTC dans l’environnement aquatique. Les 
toxicités aiguë, chronique et génétique de ces NTC ont été évaluées dans le cadre d’une démarche 
prospective menée au laboratoire. Deux scénarios d’exposition ont été étudiés, par le biais de 
l’exposition des larves à des suspensions de NTC bruts, s’agglomérant et sédimentant rapidement, ou 
de NTC dispersés au préalable à l’aide d’un agent dispersant, en vue de leur dispersion et leur 
stabilisation au sein de la colonne d’eau. L’évaluation de la toxicité des NTC a été complétée par des 
observations macro- et microscopiques réalisées sur les suspensions avant exposition et sur des 
échantillons biologiques, pour tenter notamment de mettre en évidence la présence potentielle de NTC 
dans les organismes exposés. 
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Précisons que le choix des agents dispersants utilisés n’est pas anodin, puisque la GA et la CMC 
sont couramment utilisés au niveau industriel (cf. Chapitre II). C’est le cas notamment de la CMC qui 
est employée par le groupe Arkema-France pour enrober et disperser des MWNT (Graphistrength® 
CW2-45) mis sur le marché [167]. Il s’agit aussi de deux polymères biocompatibles utilisés, lors de 
nos études antérieures, par P. Landois durant sa thèse [140] et plus précisément au cours de l’étude de 
l’efficacité de différents protocoles de dispersion des DWNT et de l’évaluation de la toxicité de ces 
NTC chez le même modèle aquatique, Xenopus laevis. 
Rappelons que des essais MN ont été menés dans le cadre de la thèse de Landois en conditions 
semi-statiques à partir d’une gamme de concentrations (0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L) de DWNT en absence 
ou en présence de GA. Pour ce faire une suspension mère (SM) a été préparée à partir d’ER ou d’une 
solution aqueuse de GA, à laquelle a été ajoutée la quantité requise de DWNT extraits de la poudre 
composite obtenue par CCVD. Autant de SM que de conditions d’exposition aux DWNT bruts ou 
dispersés ont été préparées (soit quatre SM par essai). Chacune des SM a été dispersée 
quotidiennement au bain à US (20 min) avant de prélever les volumes nécessaires (50 mL pour chaque 
SM) au renouvellement des milieux (sans arrêter le fonctionnement du bain à US) et de les transférer 
dans les cristallisoirs respectifs. Une fois le volume total ajusté à 2L, chaque milieu d’exposition a été 
homogénéisé à l’UT (9500 tpm, 5 min). Landois [140] rapporte que l’ajout de GA combiné à 
l’immersion dans un bain à US et à l’agitation mécanique à l’UT permet de ralentir légèrement, mais 
tout de même de façon visible, la vitesse de sédimentation des DWNT dans les milieux d’exposition 
(en présence de larves) par rapport à celle des DWNT bruts n’ayant subi qu’une dispersion mécanique. 
Un autre protocole a ensuite été mis au point pour améliorer la dispersion des DWNT et leur 
maintien en suspension dans les milieux d’exposition. La première étape consiste à préparer une SM à 
partir d’une solution aqueuse de GA et la quantité nécessaire de DWNT, puis de la soumettre à un 
traitement d’ultrasonication (sonotrode, 5min). Un faible volume de SM (quelques mL) a ensuite été 
prélevé et transféré dans un bécher contenant de l’ER (100 mL). Ces opérations ont été répétées 
jusqu’à ce que toute la SM ait été prélevée et diluée dans de d’ER. Chaque suspension diluée a été tour 
à tour dispersée à l’UT pendant un très court temps (30 sec) et transférée dans un cristallisoir. Enfin, le 
volume a été ajusté à 2L avec de l’ER et la suspension finale soumise une dernière fois à une agitation 
à l’UT (2 min). Ce protocole a été utilisé pour réaliser de nouveau un essai MN DWNT+GA, mais 
cette fois-ci, seulement à deux concentrations d’exposition (0,1 et 10 mg/L). Comme pour le protocole 
précédent, pendant la durée de l’essai MN, ces étapes ont été effectuées quotidiennement pendant 
toute la durée de l’essai (12 jours), pour chaque condition d’exposition. Si ce protocole présente 
l’inconvénient d’être « lourd », il permet en revanche de ralentir plus efficacement la vitesse de 
sédimentation (confirmation en l’absence de larves par le biais de mesures de DO et par observations 
visuelles dans les milieux d’exposition) et de travailler avec une concentration en GA plus faible 
(5 mg/L au lieu de 50 mg/L). 
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De manière à mettre au point des protocoles à la fois efficaces et rapides à mettre en œuvre pour 
préparer des suspensions de NTC et renouveler les milieux d’exposition au cours des essais MN, nous 
nous somme inspirés de ces travaux. Les protocoles appliqués dans le cadre de la réalisation des essais 
MN à partir de MWNT bruts ou dispersés à l’aide de GA/CMC ou à partir de DWNT dispersés à 
l’aide de CMC sont justifiés, expliqués et discutés dans ce chapitre. Les résultats de ces bioessais sont 
présentés, commentés, et finalement comparés à ceux obtenus dans le cadre de la thèse de Landois 
[140]. Comme nous le verrons, d’après l’ensemble des résultats obtenus en termes de toxicité 
chronique évaluée aux termes de ces bioessais, une inhibition de croissance significative (par rapport à 
la condition T-) a été mise en évidence chez les larves exposées 12 jours en présence de certaines 
concentrations en NTC, variant selon la nature et l’état de dispersion initial des NTC. Afin de proposer 
un matériau de contrôle (témoin positif) de l’inhibition de croissance des larves, adapté aux essais MN 
réalisés à partir de NTC, la toxicité de particules naturelles (fibre d’amiantes) et carbonées 
manufacturées (noir de fumée) a été évaluée. Enfin, les principaux résultats figurant dans ce chapitre 
sont confrontés et discutés dans une dernière partie. 
 
 
II. Evaluation de la toxicité des MWNT bruts 
 
La toxicité des MWNT bruts a été évaluée grâce à deux essais MN au cours desquels les larves 
d’amphibien ont été exposées à la gamme de concentrations 0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L (essai MWNT-
g1), puis à une gamme de concentration intermédiaires, 0,05 – 0,5 – 5 – 25 mg/L (essai MWNT-g2), 
afin de mettre en évidence un effet-dose potentiel. 
 
II.1. Protocole de préparation et de renouvellement des milieux d’exposition 
 
Des suspensions aqueuses (ER, volume total de 20 mL) contenant la quantité appropriée de 
MWNT (i.e. selon la concentration finale ciblée en MWNT au niveau des milieux d’exposition) ont 
été préparées, avant le lancement des essais MN, dans des tubes à essai (TE ; au minimum 12 par 
condition, soit le nombre nécessaire pour le renouvellement quotidien des milieux d’exposition 
pendant toute la durée de l’essai MN qui s’élève à 12 jours) selon le protocole schématisé par la figure 
III.1. Ainsi, pendant les essais MN, un TE relatif à chaque condition a été utilisé pour renouveler 
quotidiennement les milieux d’exposition. Cette dernière étape rapide de préparation des nouveaux 
milieux se limite alors à remettre en suspension les NTC contenus dans le TE (bain à US, 10 min), 
puis à les transférer dans le cristallisoir de la condition relative et à ajuster le volume à 2L avec de 
l’ER (mélange par convexion des NTC), avant de réintroduire les larves dans leur milieu d’exposition 
et de les nourrir. 
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Les appareils d’agitation physique (UT et sonotrode) présentés dans le Chapitre II (cf. III.1) ont été 
utilisés pour préparer les TE. L’influence de cette étape sur l’endommagement éventuel des MWNT 
est discutée par la suite (cf. II.2.1). 
 
La première étape du protocole de dispersion (figure III.1) consiste à réduire la taille des 
agglomérats et à initier l’individualisation des MWNT par agitation à l’UT (10 min, 9500 tpm) de la 
suspension mère (SM1, 10 g MWNT/L d’eau ultra-pure) fournie par Arkema-France. Ce processus de 
dispersion est achevé par traitement à la sonotrode (5 sec ON-5 sec OFF, 1 h au total, puissance de 
40%). Pour préparer les TE relatifs aux deux concentrations les plus élevées en MNWT (10 et 50 
mg/L pour l’essai MWNT-g1, 5 et 25 mg/L pour l’essai MWNT-g2), un prélèvement du volume 
adéquat (respectivement 2 et 10 mL pour MWNT-g1, 1 et 5 mL pour MWNT-g2) de SM1 est effectué 
sous agitation à la sonotrode (5 sec ON-5 sec OFF, puissance de 40%). 
Une suspension mère (SM2) moins concentrée (100 mg/L) est préparée en transférant le volume 
adéquat de SM1 dans de l’ED. Cette suspension est dispersée à la sonotrode dans les mêmes 
conditions que SM1. Pour préparer les TE relatifs aux deux concentrations les moins élevées en 
MWNT (0,1 et 1 pour l’essai MWNT-g1 ; 0,05 et 0,5 pour l’essai MWNT-g2), un prélèvement du 
volume adéquat (respectivement 2 et 20 mL pour MWNT-g1, 1 et 10 mL pour MWNT-g2) de SM2 est 
effectué sous agitation à la sonotrode. 
Le volume des TE est ajusté à 20 mL en ajoutant de l’ED. Jusqu’à 14 TE sont ainsi préparés par 
condition, pour palier à la perte éventuelle de TE (casse) au cours de leur sonication dans la cuve US. 
 
 
Figure III. 1 : Représentation schématique de la préparation d’une gamme de concentration en MWNT bruts 
([MWNT] = 0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L) et du renouvellement quotidien des milieux d’exposition des larves 
d’amphibien lors de l’essai MWNT-g1. 
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II.2. Caractérisation des milieux d’exposition préparés par dispersion physique 
 
D’une manière générale, les observations en MET d’une suspension de MWNT bruts (figure III.2) 
ont révélé la présence à la fois d’agglomérats et de NTC individualisés, mais également de sous-
produits de synthèse, tels que des nanofibres et des sous-produits catalytiques, encapsulés dans des 
coques de carbone ou directement dans des NTC. 
 
  
Figure III. 2 : Images MET d’une suspension de MWNT bruts (A) à faible grandissement et (B) à fort 
grandissement. Les flèches mettent évidence la présence de particules catalytiques encapsulées. 
 
II.2.1. Etude de la réduction de la taille des agglomérats et de la fragmentation potentielle 
des MWNT 
 
Les effets du traitement physique sur les suspensions de MWNT bruts ont été étudiés en comparant 
en MET et en spectroscopie Raman en comparant trois suspensions issues de la suspension fournie par 
Arkema-France. Aucun traitement physique n’a été effectué sur la première, mis à part celui à la cuve 
US nécessaire à la préparation des grilles de MET. La seconde a été préparée selon le protocole de 
dispersion physique appliqué à la préparation des essais MN MWNT-g1 et MWNT-g2. Pour la 
troisième, le traitement à la sonotrode a été prolongé (5sec ON-5 sec OFF, puissance de 30 %, 2 h au 
total). 
D’après les observations de ces suspensions réalisées au MET, l’application d’une dispersion 
physique (UT et sonotrode) engendre d’une part la réduction de la taille des agglomérats (figure III.3, 
flèches blanches) et d’autre part l’individualisation des MWNT (figure III.3, flèches noires). Ces 
effets sont d’autant plus marqués que le temps de dispersion à la sonotrode est prolongé. Cependant 
les MWNT de la suspension fournie par Arkema-France apparaissent tellement enchevêtrés qu’il est 
impossible de déterminer leur longueur à partir des images MET. 
Aucune différence significative n’a été notée suite à l’étude en spectroscopie Raman de ces 
suspensions, tant au niveau de l’allure des spectres (figure III.4) que des rapports d’intensité moyen 
(±écart-type) de la bande D et la bande G (ID/IG : tableau III.1).  
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Figure III. 3 : Images MET d’une suspension de MWNT bruts (A) n’ayant pas subi de sonication, (B) ayant 
subi le protocole de dispersion physique, (C) ayant subi une dispersion prolongée à la sonotrode. Les flèches  
blanches mettent en évidence la présence d’agglomérats de MWNT tandis que les noires soulignent celle de 
NTC individualisés. 
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Figure III. 4 : Spectre Raman d’une suspension de MWNT bruts n’ayant pas subi de sonication (« Aucun 
traitement physique »), ayant subi le protocole de dispersion physique (« Protocole de dispersion (essai MN) »), 
ayant subi une dispersion prolongée à la sonotrode (« Sonication prolongée »). 
 
Tableau III. 1 : Valeur des rapports d’intensité de la bande D et de la bande G (ID/IG) d’une suspension de 
MWNT bruts n’ayant pas subi de sonication (« Aucun traitement physique »), ayant subi le protocole de 
dispersion physique (« Protocole de dispersion (essai MN) »), ayant subi une dispersion prolongée à la sonotrode 
(« Sonication prolongée »). 
 
Aucun traitement physique Protocole de dispersion (essai MN) Sonication prolongée 
1,69 ± 0,04 1,67 ± 0,05 1,68 ± 0,01 
 
 
II.2.2. Phénomènes rapides d’agglomération et de sédimentation des NTC 
 
Que ce soit en absence (figure III.5A) ou en présence (figure III.6) de larves et de nourriture, nous 
observons une agglomération et une décantation pratiquement instantanées des MWNT au sein des 
suspensions préparées selon le protocole de dispersion physique.  
La majeure partie des agglomérats sédimente mais certains restent en suspension, notamment à la 
surface (figure III.5A). Il est intéressant de constater que l’agitation à l’aide d’un UT après ajustement 
du volume parvient à ralentir ces phénomènes en l’absence de larve et de nourriture (figure III.5B), 
sans pour autant parvenir à maintenir efficacement les NTC en suspension pendant 24h à cette 
concentration (50 mg/L). 
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Les mesures de DO effectuées pendant l’essai MWNT-g1 (figure III.6) confirment le fait que, 
dans ces conditions, la concentration en MWNT dans la colonne d’eau approche la valeur nulle 
quelques heures seulement après le renouvellement des milieux. Soulignons la présence de quelques 
pics de concentration pendant ce laps de temps. 
 
T0 T0,5 T1 T2 T4 T6 T22 T24 
        
        
Figure III. 5 : Observations visuelles de la décantation pendant 24 heures des MWNT bruts dont la concentration 
initiale est de 50 mg/L. (A) La suspension étudiée a été préparée selon le protocole de dispersion appliqué aux 
essais MWNT-g1 et MWNT-g2. (B) Une étape d’homogénéisation à l’UT à été ajoutée après ajustement du 
volume. Les temps (T) sont exprimés en heure(s). 
 
 
Figure III. 6 : Variation des concentrations en MWNT bruts au niveau de la colonne d’eau, au cours de l’essai 
MN MWNT-g1 (24h). Gamme de concentrations initiales en MWNT : 0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L. Les 
concentrations présentées sont des valeurs obtenues par mesure de DO. 
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II.3. Résultats biologiques : toxicité aiguë, toxicité chronique et génotoxicité 
 
Aux termes des essais MN menés sur les deux gammes de MWNT bruts étudiées, seule une 
mortalité par rapport à la condition T- a été observée chez les larves exposées à 50 mg/L de MWNT 
bruts (tableau III.2). Par ailleurs, il semble qu’une exposition de 12 jours à une concentration 
supérieure ou égale à 25 mg/L induise une inhibition de croissance significative des larves par rapport 
à celles de la condition T- (figure III.7A). Enfin aucune réponse génotoxique n’a été mise en évidence 
chez les larves de xénope exposées dans ces conditions aux MWNT (figure III.7B). Les larves 
exposées au CP (condition T+) ont fourni des réponses génotoxiques significatives par rapport au T- 
dans le test, ce qui valide les résultats de génotoxicité des essais MN. 
 
Tableau III. 2 : Résultats de toxicité aiguë (mortalité, %) aux termes des essais MN MWNT-g1 et MWNT-g2. 
Conditions 
d’essai 
T- 
Concentration en MWNT bruts (mg/L) 
0,05 0,1 0,5 1 5 10 25 50 
Mortalité (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 20 
 
  
  
Figure III. 7 : Résultats (A) de toxicité chronique en termes d’inhibition de croissance (taux de croissance des 
larves, %) et (B) de génotoxicité (EMN, ‰ ; valeur médiane du nombre d’érythrocytes micronucléés pour un 
total de 1000 érythrocytes observés et intervalle de confiance à 95%) aux termes des essais MN (1) MWNT-g1 
et (2) MWNT-g2 (12 jours d’exposition). * : conditions d’essai pour lesquelles, en fin d’essai, (A) la taille 
moyenne des larves est significativement différente de celle du T- (P<0.05) et (B) le taux d’EMN est significatif.  
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II.4. Observations macro- et microscopiques 
 
  
Figure III. 8 : Observation de larves exposées à 25 mg/L de MWNT bruts (prises lors de l’essai MWNT-g2) et 
recouvertes partiellement de NTC. 
 
Lors des essais MN, nous avons pu observer que les larves exposées aux plus fortes concentrations 
en MWNT bruts (i.e. 25 mg/L et 50 mg/L) étaient partiellement recouvertes de NTC (notamment au 
niveau de la queue ; figure III.8). Des excréments noirs de forme allongée sont apparus, après 
quelques heures d’exposition, au fond des cristallisoirs accueillant les milieux d’exposition aux NTC 
(non illustré). 
L’observation sous loupe binoculaire des larves en fin d’essai a révélé que celles exposées à des 
fortes concentrations en MWNT bruts (i.e. à partir de 10 mg/L) présentaient d’une part une teinte 
générale plus foncée que les autres et d’autre part que leur tube digestif était entièrement noir, alors 
que celui des larves exposées aux faibles concentrations en NTC est « tacheté» de noir (i.e. présence 
de masses noires) et celui des larves T- a une teinte uniforme gris-brun (figure III.9). Notons que 
l’intensité de l’assombrissement des intestins augmente avec la concentration en MWNT dans le 
milieu d’exposition.  
 
T- 
Concentration en MWNT bruts (mg/L) 
0,1 1 10 50 
     
Figure III. 9 : Observation sous loupe binoculaire de larves à la fin de l’essai MN MWNT-g1. 
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Des coupes SF (semi-fines) d’intestin, de foie, de corbeilles branchiales, de cerveau et d’œil de 
larves exposées ou non aux MWNT bruts ont été étudiées en microscopie optique. Les organes étudiés 
(non illustrés) des larves exposées aux MWNT bruts ne présentent pas de différence de structure 
significative par rapport à ceux de la condition T-. 
La présence de NTC au niveau de la lumière intestinale a été confirmée par l’étude en 
spectroscopie Raman des coupes SF d’intestin de larves exposées aux MWNT bruts. Cependant aucun 
NTC n’a été détecté ni au niveau de la paroi intestinale, ni au niveau du foie et du cerveau de ces 
mêmes larves. 
La présence de MWNT agglomérés ou isolés au niveau de la lumière intestinale de larves exposées 
aux NTC a été également confirmée grâce à l’observation en MET des coupes UF (ultra-fines) 
d’intestin (figure III.10A1). 
 
Si l’observation des NTC apparait évidente au niveau de la lumière intestinale, il n’en est pas de 
même au niveau de la paroi intestinale. Travailler en mode conventionnel permet de visualiser une 
image en champ clair obtenue à partir des électrons transmis et diffusés. La netteté de l’image est 
réglée en sous-focalisant légèrement le microscope par rapport à la position correspondant à la mise au 
point (i.e. en modifiant la hauteur de l’échantillon dans le champ de la lentille objectif de manière à 
focaliser au-dessus de l’objet). Les NTC étant visualisés en projection perpendiculaire à leur axe, ils 
apparaissent comme s’ils avaient été sectionnés dans le plan longitudinal. Leurs parois sont 
matérialisées seulement à l’aplomb des maxima des densités atomiques projetés et ce sous forme de 
franges noires (figure III.10A1). Ces dernières sont bordées d’un réseau de fines franges blanches (i.e. 
franges de diffraction de Fresnel) qui correspondent à des changements brusques de masse-épaisseur 
locale. Rappelons que pour augmenter le contraste de la matrice biologique, les coupes UF sont 
contrastées à l’aide d’acétate d’uranyle et de citrate de plomb. En pratique, comme l’illustre la 
figure III.10, il est donc presque impossible de faire la distinction entre la matrice biologique et les 
NTC potentiellement inclus dans celle-ci. 
Une première solution consiste à augmenter le contraste entre les NTC et la matrice biologique en 
accentuant la sous-focalisation. L’image devient floue mais cette technique permet de collecter les 
électrons diffractés par les NTC et ainsi de les faire apparaître en surbrillance (figure III.10A2). Il a 
ainsi été possible de détecter la présence de MWNT isolés au niveau des microvillosités (figure 
III.10B2), pourtant invisibles sur des images nettes (figure III.10B1). Une autre solution consiste à 
diminuer le contraste de la matrice biologique en traitant les coupes UF seulement à l’acétate 
d’uranyle. 
La combinaison entre la technique de défocalisation et l’utilisation d’un seul agent de contraste a 
permis de détecter des MWNT au niveau de la partie basale des entérocytes (figure III.11). Notons 
cependant qu’ils semblent être orientés dans le sens de la coupe, disposés de façon « aléatoire » et 
qu’ils se retrouvent également au niveau des bords de la coupe. 
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Enfin, aucun NTC n’a été détecté au niveau des foies et branchies de larves exposées aux MWNT, 
quelles que soient les techniques de préparation et d’observation utilisées en MET. 
 
 
  
  
  
Figure III. 10 : Mise en évidence par MET de la présence de MWNT au niveau (A) de la lumière intestinale et 
(B) des microvillosités de larves exposées à 10 mg/L de MWNT bruts. (1) Images nettes et (2) images floues, 
obtenues en modifiant la hauteur de l’´echantillon dans le champ de la lentille objectif. Les flèches désignent des 
MWNT. 
 
? 
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Figure III. 11 : Mise en évidence par MET de la présence de MWNT au niveau de la membrane basale du tube 
digestif de larves exposées à 10 mg/L de MWNT bruts. (A) Image nette et (B) image défocalisée, obtenues en 
modifiant la hauteur de l’échantillon dans le champ de la lentille objectif. La flèche pleine désigne un MWNT et 
celles en pointillés la direction de la coupe. 
 
 
II.5. Discussion : effet mécanique potentiel des MWNT ingérés 
 
Quelque soit la concentration initiale en MWNT bruts à laquelle ont été exposées les larves de 
xénope, les suspensions mères, les TE et les milieux d’exposition relatifs aux deux gammes de 
concentrations étudiées ont été préparés suivant le même protocole de dispersion physique, incluant 
l’utilisation d’une sonotrode. Or, plusieurs études rapportent l’endommagement partiel des parois 
constituant les NTC suite à l’ultrasonication (bain à US, sonotrode) de suspensions de NTC, et 
notamment de SWNT auxquelles ont été ajoutées ou non de l’acide nitrique [168], [169], [170], [171]. 
Ceci se traduirait par la diminution de la longueur des NTC et/ou des faisceaux de NTC, ainsi que la 
diminution de leur diamètre [172], modifiant ainsi leurs propriétés physico-chimiques et conduisant 
potentiellement à la libération de sous-produits catalytiques. Ces conclusions sont contradictoires par 
rapport à celles obtenues par Chowdhury et al. [173] qui, suite à l’étude de l’efficacité de la 
Coupe 
Coupe 
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combinaison du broyage de MWNT humides et de leur ultrasonication, concluent qu’elle conduirait 
davantage à leur dispersion qu’à la réduction de leur longueur. 
En ce qui concerne nos travaux, l’étude par MET de suspensions de MWNT bruts n’ayant pas subi 
ou ayant subi un traitement à la sonotrode plus ou moins prolongé a permis de mettre en évidence que 
l’efficacité en terme de dispersion augmentait avec le temps de sonication et (i.e. réduction de la taille 
et du nombre d’agglomérats, augmentation du nombre de NTC individualisés) du protocole de 
préparation des suspensions de MWNT bruts relatifs aux essais MN. Cependant, d’une part, la 
réduction potentielle de la longueur des MWNT avec la durée de sonication n’a pu être évaluée en 
raison de l’enchevêtrement des MWNT, et ne peut donc pas être discutée. D’autre part, nous ne 
sommes pas en mesure de discerner si l’apparition de MWNT courts suite à l’application d’un 
traitement physique plus ou moins prolongé est due à leur endommagement partiel ou simplement à 
leur libération des agglomérats initiaux. Par ailleurs, l’étude en spectroscopie Raman de ces mêmes 
suspensions n’a révélé aucune création de défauts structuraux. Cependant, en raison de la valeur 
élevée du rapport ID/IG initial (i.e. relatif à la suspension de MWNT n’ayant subi aucun traitement 
physique), il est possible que l’augmentation de la valeur de ce rapport soit trop faible pour être 
mesurée, et donc que la création de défauts structurels et /ou la fragmentation des MWNT ne 
puisse(nt) être mise(s) en évidence par le biais de cette technique de caractérisation. 
Suite à l’observation en MET de ces suspensions et leur analyse par spectroscopie Raman, nous ne 
pouvons donc pas exclure que le traitement physique appliqué aux MWNT pour la préparation des 
milieux d’exposition des essais MN MWNT-g1 et MWNT-g2 a endommagé voire coupé les NTC. 
Néanmoins, nous pouvons supposer que l’altération des MWNT potentiellement engendrée n’est pas 
assez significative pour avoir modulé les réponses biologiques. Enfin, nos échantillons ont été soumis 
au même protocole de dispersion et aux mêmes temps de sonication, de manière à pourvoir effectuer 
des comparaisons. 
 
Les résultats des essais MN menés à partir de deux gammes de concentrations en MWNT bruts 
(0,05 à 50 mg/L) indiquent que, dans les conditions d’exposition, ces NTC n’induisent pas de toxicité 
aiguë significative et ne sont pas génotoxiques. En revanche une inhibition de croissance a été 
observée à partir de 25 mg/L. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus suite aux travaux de 
Mouchet et al. [106] réalisés dans des conditions expérimentales comparables. 
 
Les caractérisations des suspensions avant les essais MN ont permis de mettre en évidence une 
désagglomération significative des MWNT induite par l’utilisation d’un UT et d’une sonotrode lors de 
la préparation des suspensions mères et des TE. Ces techniques de dispersion permettent en effet de 
réduire significativement la taille des agglomérats et d’individualiser partiellement les MWNT. Le 
passage des TE au bain à US et l’ajustement du volume d’exposition après transfert de leur contenu 
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sont des étapes indispensables à la remise en suspension des MWNT et l’homogénéisation des milieux 
d’exposition. 
Cependant, le protocole de dispersion physique appliqué s’est révélé insuffisant pour assurer la 
stabilisation des MWNT pendant 24h dans les milieux d’exposition en présence des larves. Les pics de 
concentration observés pendant les premières heures suivant le renouvellement des milieux 
d’exposition pourraient être dus à la présence de nourriture au sein de la colonne sous forme 
particulaire et/ou dissoute, et donc être assimilés à des artefacts. Nous discuterons de ce point dans la 
partie dédiée à la caractérisation des suspensions de MWNT dispersés à l’aide de CMC. Nous pouvons 
néanmoins attester que la concentration en NTC au niveau de la colonne d’eau chute rapidement de 
telle sorte que, du fait de leur comportement alimentaire de brouteurs, les larves ont été en contact 
majoritairement avec les agglomérats de MWNT ayant sédimentés. 
 
Les observations macroscopiques et microscopiques (i.e. observations visuelles, loupe binoculaire, 
microscopie otique et spectroscopie Raman des coupes SF, MET des coupes UF) confirment 
l’ingestion et l’excrétion de MWNT par les larves, mais également leur adsorption aux fortes 
concentrations. Ces observations concordent avec les bioessais réalisés à partir de NTC bruts 
notamment sur Daphnia magna [174] et Ceriodaphnia dubia [130]. La quantité de MWNT ingérés par 
les larves de xénope augmenterait avec la concentration en NTC dans les milieux d’exposition [106]. 
Bien qu’aucun MWNT n’ait été observé au niveau des corbeilles branchiales, nous ne pouvons pas 
exclure qu’ils soient retenus en très faible quantité par ces organes filtreurs et que ces techniques ne 
soient pas adaptées à leur mise en évidence. 
 
Des MWNT isolés ont été mis en évidence par MET au niveau des parties apicales (i.e. 
microvillosités des entérocytes) et basales de la paroi intestinale. 
D’une part, ils semblent cependant être orientés dans le sens de la coupe, disposés de façon 
aléatoire et certains ont été retrouvés en bordure de coupe. Rappelons que les intestins une fois fixés 
ont été inclus dans une résine époxy et que des coupes SF et UF respectivement de 1µm et 70 nm 
d’épaisseur moyenne ont été préparées à l’aide d’un couteau en diamant dans les blocs ainsi obtenus. 
Or en travaillant dans des conditions similaires, à savoir en découpant à l’aide d’un microtome équipé 
d’un couteau en diamant des tranches de 50 nm à 1 µm dans des blocs de résine époxy constituée de 
NTC disposés de façon aléatoire, Ajayan et al. [175] ont développé une technique simple pour 
préparer un matériau composite dans lequel les NTC sont alignés. Ils montrent à partir d’images MET 
qu’alors que la longueur de la plupart des NTC est plus importante que l’épaisseur de la coupe, à 
défaut d’être sectionnés, les forces de cisaillement crées lors de la coupe induisent leur déformation 
voire leur arrachement de la matrice et leur orientation dans le sens de la coupe. Plus l’épaisseur de la 
coupe augmente, plus les forces de cisaillement sont réparties sur une plus grande section transversale 
et moins ces phénomènes sont prononcés, notamment à partir de 1 µm d’épaisseur. Certains NTC sont 
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ainsi isolés alors que d’autres apparaissent davantage sous forme de trainées. La présence de MWNT 
isolés à l’intérieur de la paroi intestinale pourrait donc constituer un artefact de la préparation des 
coupes UF. 
D’autre part, aucun signal correspondant aux MWNT n’a été enregistré au niveau de la paroi 
intestinale lors du traitement par spectroscopie Raman des coupes SF. Notons que la faible intensité et 
l’importance de la largeur des bandes D et G caractéristiques des MWNT ne permettent d’apprécier 
leur présence dans une matrice biologique que lorsqu’ils sont agglomérés (i.e. en nombres suffisant 
pour que l’intensité du signal dépasse celui de la matrice biologique). Or, d’après les observations 
MET, ceci ne semble être le cas qu’au niveau de la lumière intestinale. Aucun élément ne permet donc 
de mettre en évidence le passage des MWNT transitant dans la lumière intestinale au travers de la 
paroi intestinale. Des auteurs ajoutent que les microvillosités semblent empêcher l’absorption des 
NTC ingérés au travers de la paroi intestinale des daphnies [88]. 
 
 
Aux vues de ces éléments, les MWNT agiraient donc « indirectement » (i.e. sans franchissement 
des barrières biologiques naturelles et pénétration dans des cellules) après avoir été ingérés par les 
larves, en perturbant leur transit intestinal et provoquant un déficit de l’absorption de nutriments. Cette 
toxicité mécanique pourrait expliquer (du moins en partie) les effets biologiques observés, et 
notamment l’inhibition de croissance significative des larves exposées à de fortes concentrations en 
MWNT bruts. 
 
 
III. Evaluation de la toxicité de MWNT dispersés à l’aide d’un agent dispersant (polymère 
anionique) 
 
La toxicité de suspensions de MWNT dispersés a été évaluée par le biais de deux essais MN au 
cours desquels les larves d’amphibien ont été exposées à la gamme de concentrations 0,1 – 1 – 10 – 
50 mg/L et en présence de 50 mg/L de CMC (essai MWNT-CMC) ou de GA (essai MWNT-GA). 
 
III.1. Protocole de préparation et de renouvellement des milieux d’exposition 
 
De manière à comparer les effets induits par la présence de MWNT au fond des milieux 
d’exposition sous forme de gros agglomérats à ceux induits par leur persistance dans la colonne d’eau 
(i.e. MNWT en suspension) sous forme d’agglomérats de taille réduite voire de MWNT isolées, et 
ainsi accéder à l’évaluation de « l’effet nanométrique » potentiel des NTC, un protocole de préparation 
et de renouvellement des milieux a été mis au point en l’absence d’organisme (i.e. larve de xénope) et 
de nourriture.  
Thèse de doctorat – F. Bourdiol 
97 
Comme justifié précédemment, nous ne pouvons ni exclure ni démontrer que l’application d’une 
dispersion physique à la préparation des milieux d’exposition, incluant notamment une étape 
d’ultrasonication, induise un endommagement et/ou un raccourcissement des MWNT. De manière à ce 
que ce paramètre soit exclu lors de la comparaison des effets biologiques observés suite à l’exposition 
des larves de xénope aux MWNT bruts (i.e. MWNT-g1 et MWNT-g2) et aux MWNT dispersés (i.e. 
MWNT+CMC et MWNT+GA) dans des conditions normalisées (essai MN), nous avons choisi de 
conserver le protocole de dispersion appliqué aux essais MWNT bruts et d’y inclure une étape de 
fonctionnalisation non-covalente par un polymère anionique à la surface des MWNT. La concentration 
minimale et suffisante en agent dispersant, ainsi que le rapport entre la concentration en agent 
dispersant et celle en MWNT au niveau des SM ont été étudiés de façon à simplifier le protocole de 
dispersion et de renouvellement des milieu d’expositions appliqué auparavant par notre équipe pour 
évaluer la toxicité de suspensions de DWNT dispersés à l’aide de GA [140].  
 
III.1.1. Choix de la concentration en agent dispersant 
 
Comme évoqué dans le chapitre I (cf. II.1.), le rapport de masse entre les MWNT fournis par 
Arkema-France et les DWNT synthétisés au CIRIMAT s’élève approximativement à 25. Pour une 
même concentration en NTC, la quantité de DWNT est donc plus importante que celle de MWNT. 
C’est pourquoi nous avons d’abord étudié la concentration en CMC nécessaire pour maintenir en 
suspension des DWNT pendant au moins 24h (les milieux d’exposition étant renouvelés 
quotidiennement lors des essais MN). Précisons que la concentration en agent dispersant dans les 
milieux d’exposition des essais MN NTC dispersés (i.e. MWNT+CMC, MWNT+GA et 
DWNT+CMC) sera identique quelque soit la concentration en NTC. Nous avons donc travaillé à la 
concentration maximale en NTC parmi la gamme de concentrations étudiées (i.e. 50 mg/L). 
100 mg de DWNT ont été transférés directement après leur extraction dans un bécher contenant 2L 
d’une solution de 10 mg/L de CMC. Cette suspension a été agitée à l’UT (10 min) puis à la sonotrode 
(30 minutes au total, 5 sec ON/5sec OFF). L’observation visuelle de l’évolution de l’état de dispersion 
de cette suspension suffit à affirmer que 10 mg/L de CMC est une concentration insuffisante pour 
maintenir en suspension 50 mg/L de DWNT pendant 24h (e.g. sédimentation visible à T18, c'est-à-dire 
18 heures après la fin de l’agitation à la sonotrode ; figure III.12.A). Le même protocole a été 
appliqué à une suspension de 50 mg/L de DWNT en présence cette fois-ci de 50 mg/L de CMC. Cette 
suspension semble visuellement stable au-delà de 24h (figure III.12.B).  
Un suivi de la concentration en DWNT ou en MWNT dans la colonne d’eau, effectué par mesure 
de DO de prélèvements réalisés pendant 24h (cf. Chapitre II, IV.5), confirme la stabilité durant au 
moins 24h de 50 mg/L de DWNT dispersés à l’aide de 50 mg/L de CMC et celle de 50 mg/L de 
MWNT dispersés à l’aide de 50 mg/L de CMC ou de GA (tableau III.3) selon le protocole appliqué 
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au renouvellement des milieux d’exposition (cf. Chapitre III, III.1.3), en l’absence de larve et de 
nourriture. 
 
 T0 T1 T3 T5 T18 T>T24 
 
     
 
 
    
 
 
Figure III. 12 : Observations visuelles de l’évolution de l’état de dispersion de 50 mg/L de DWNT mis en 
suspension à l’aide de CMC. Comparaison entre l’utilisation de (A) 10 mg/L et (B) 50 mg/L de CMC en 
l’absence de larve et de nourriture. 
 
Tableau III. 3 : Concentrations en NTC obtenues par mesure de DO des prélèvements effectués au centre de la 
colonne d’eau des suspensions de NTC dispersés à l’aide d’agent dispersant (CMC ou GA) selon le protocole de 
dispersion appliqué durant les essais MN. DWNT+CMC : 50 mg/L DWNT + 50 mg/L de CMC ; 
MWNT+CMC : 50 mg/L MWNT + 50 mg/L de CMC ; MWNT+GA: 50 mg/L MWNT + 50 mg/L de GA. 
 
 DWNT+CMC MWNT+CMC MWNT+GA 
Concentration à T0 (mg/L) 43,3 50,6 51,0 
Concentration moyenne sur 24h (mg/L) 42,8 ± 0,1 50,2 ± 0,1 51,0 ± 0,2 
 
 
Une concentration de 50 mg/L d’agent dispersant a donc été retenue pour réaliser la 
fonctionnalisation non covalente des MWNT et des DWNT. 
 
III.1.2. Intégration d’une étape de fonctionnalisation non-covalente par un agent dispersant 
dans le protocole appliqué pour préparer les suspensions de MWNT bruts 
 
Des essais ont été menés sur des suspensions de 50 mg/L de MWNT dispersés à l’aide de GA, 
selon les protocoles schématisés sur la figure III.13.A, de façon à déterminer s’il est plus propice 
d’intégrer l’étape de fonctionnalisation non-covalente une fois les TE préparés (« Ajout TE ») ou dès 
la préparation de la première SM (« Ajout SM1 »). De manière à comparer ces protocoles à celui 
appliqué à l’évaluation de la toxicité des DWNT dispersés à l’aide de GA [140], les suspensions ont 
été mélangées à l’UT après ajustement du volume à 2L (« Ajout TE + UT » et « Ajout SM1 + UT »). 
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Soulignons que quelque soit le protocole appliqué les concentrations finales (celles correspondant 
aux conditions d’exposition) en GA et en MWNT sont de 50 mg/L. De plus, la GA a été ajoutée aux 
suspensions de NTC sous forme de solution. Les résultats du suivi de l’évolution de la concentration 
en MWNT au sein de la colonne d’eau sont présentés par la figure III.13.B. 
 
 
 
Figure III. 13 : (A) Protocoles utilisés pour étudier l’influence du moment choisi pour intégrer l’agent dispersant 
au cours du protocole de dispersion sur (B) la stabilité des milieux d’exposition dépourvus de larve et de 
nourriture estimée par mesures de DO. Ajout TE (+ UT) : ajout de GA une fois les TE préparées (et agitation  à 
l’UT une fois le volume final ajusté à 2L) ; Ajout SM (+ UT) : ajout de GA dès la préparation de la première SM 
(et agitation  à l’UT une fois le volume final ajusté à 2L). 
 
Traitons en premier lieu les résultats obtenus en ajoutant la solution de GA dans les TE. D’après le 
suivi de la décantation des MWNT, il apparait clairement que la fonctionnalisation non-covalente des 
NTC avec la GA ne peut se faire que très partiellement après une dispersion par sonication au bain à 
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US puis un mélange convectif par ajustement du volume du milieu (figure III.13.B, « Ajout TE »). 
L’ajout d’une dernière étape de dispersion à l’UT permet d’augmenter la stabilité de la suspension 
mais la concentration dans la colonne d’eau chute de moitié en 24h et ce de façon quasi-linéaire 
(figure III.13.B, « Ajout TE + UT »). 
Passons aux résultats obtenus suite à la préparation de la SM1 par incorporation de MWNT à une 
solution de GA, suivie de la dispersion de cette dernière à l’UT puis à la sonotrode. Ce protocole 
permet de maintenir en suspension efficacement les NTC pendant au moins 24h (figure III.13.B, 
« Ajout SM1 »). Aucune différence significative, en termes de décantation des MWNT, n’a été 
observée entre cette suspension et celle pour laquelle une étape de dispersion à l’UT a été ajoutée 
après ajustement du volume final (figure III.13.B, « Ajout SM1 + UT »). 
 
 
III.1.3. Protocole retenu et mis en œuvre pour la préparation et le renouvellement des 
milieux d’exposition 
 
Les milieux d’exposition, correspondant au TCMC (témoin CMC ; milieu contrôle composé de 
50 mg/L de CMC) ou au TGA (témoin GA ; milieu contrôle composé de 50 mg/L de GA) et à la 
gamme de concentrations en MWNT dispersés à l’aide du polymère anionique, ont été préparés et 
renouvelés de façon similaire à ceux des essais MWNT-g1 et MWNT-g2 (MWNT bruts) ; à savoir une 
étape de sonication des TE avant transfert du contenu dans un cristallisoir, ajustement du volume, 
introduction des larves et de la nourriture et ajout de nourriture (figure III.14). 
 
 
Figure III. 14 : Représentation schématique de la préparation d’une gamme de concentration en MWNT 
([MWNT] = 0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L) dispersés à l’aide de CMC ou GA et du renouvellement quotidien des 
milieux d’exposition des larves d’amphibien lors de l’essai MWNT-g1. 
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Des suivis de la décantation (en l’absence de larve et de nourriture) des NTC dispersés à l’aide de 
GA ou CMC nous ont permis de fixer la concentration efficace, en agent dispersant dans les milieux 
d’exposition, pour maintenir en suspension la concentration maximale de NTC étudiée (i.e. 50 mg/L 
d’agent dispersant quelque soit la concentration en NTC et pour une concentration maximale en NTC 
de 50 mg/L). Ces suivis ont également permis d’affirmer qu’il était important d’incorporer les NTC à 
une solution de GA dès la préparation de la première SM, une dispersion par US à forte puissance (i.e. 
utilisation d’une sonotrode) semblant nécessaire. Enfin, ces deux points permettent d’alléger le 
protocole puisqu’il a été montré que l’agitation des suspensions à l’UT après ajustement du volume du 
milieu n’améliorait pas de façon mesurable le maintien en suspension des NTC. 
Les TE relatifs à la gamme de concentration en MWNT dispersés et au témoin agent dispersant ont 
été préparés en combinant le protocole de dispersion physique utilisé pour préparer les essais MWNT-
g1 et MWNT-g2 et une fonctionnalisation non-covalente des MWNT avec un polymère anionique. 
Pour ce faire une première suspension mère (SM1) contenant à la fois les MWNT et le polymère 
anionique à la même concentration (6,65 g/L) a été préparée en ajoutant le volume nécessaire de 
MWNT bruts (i.e. prélèvement effectué à partir de la suspension fournie par Arkema-France après 
passage à l’UT et à la sonotrode) à une solution de CMC ou GA (i.e. dissolution à 60°C dans de l’ED, 
agitation manuelle). SM1 a été agitée à l’UT (10 min, 9500 tpm) puis à la sonotrode (5 sec ON-5 sec 
OFF, 30 min au total, puissance de 30%). 
Pour préparer les TE relatifs aux deux concentrations les plus élevées en MWNT (10 et 50 mg/L), 
un prélèvement du volume adéquat (respectivement 3 et 15 mL) de SM1 est effectué sous agitation à 
la sonotrode. Une suspension mère (SM2) moins concentrée (200 mg/L) est préparée en transférant le 
volume adéquat de SM1 dans de l’ED. Cette suspension est dispersée à la sonotrode dans les mêmes 
conditions que SM1. Pour préparer les TE relatifs aux deux concentrations les moins élevées en 
MWNT (0,1 et 1 mg/L), un prélèvement du volume adéquat (respectivement 1 et 10 mL) de SM2 est 
effectué sous agitation à la sonotrode. Le volume des TE est complété avec de l’ED et/ou une solution 
de polymère, de façon à ajuster la concentration en CMC ou GA si nécessaire et le volume total à 20 
mL. Jusqu’à 14 TE sont ainsi préparés par condition d’exposition. 
Enfin, une solution mère de CMC ou GA a été agitée à la sonotrode dans les mêmes conditions que 
SM1 et SM2, afin de préparer les TE relatifs à la condition TCMC ou TGA. 
 
La toxicité des MWNT dispersés à l’aide de CMC ou de GA a été évaluée par le biais d’essais MN 
(respectivement essai MWNT+CMC et essai MWNT+GA) menés sur des larves de xénope après leur 
exposition à différentes conditions, incluant un T-, un T+ et une gamme de concentrations en MWNT 
(0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L) dispersés à l’aide de CMC ou GA (50 mg/L). 
De manière à limiter le nombre de conditions témoins de l’agent dispersant (TCMC ou TGA) à une 
seule, les MWNT ont été dispersés quelque soit leur concentration, à l’aide de la même concentration 
en CMC ou GA (i.e. 50 mg/L), qui est une concentration appropriée pour disperser les NTC à la 
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concentration maximale de la gamme étudiée lors des essais MN présentés dans ce mémoire. Les 
milieux d’exposition TCMC et TGA sont donc composés d’ER et de 50 mg/L respectivement de CMC 
ou de GA. Les larves d’amphibien utilisées pour l’essai MWNT+CMC sont issues de la même ponte 
que celles de l’essai MWNT-g1 alors que celles de l’essai MWNT+GA sont issues d’une ponte 
différente. 
 
III.2. Caractérisation des suspensions avant exposition des larves 
III.2.1. Conservation des propriétés structurales (spectroscopie Raman) 
 
Tableau III. 4 : Valeur des rapports d’intensité de la bande D et de la bande G (ID/IG) d’une suspension de 
MWNT bruts ayant subi le protocole de dispersion physique, d’une suspension de MWNT dispersés à l’aide de 
CMC ou de GA selon le protocole de dispersion appliqué à la préparation et au renouvellement des milieux 
d’exposition. 
MWNT bruts 
(dispersion physique) 
MWNT dispersés (dispersion physique 
et fonctionnalisation non-covalente) 
MWNT+CMC MWNT+GA 
1,67 ± 0,05 1,58 ± 0,03 1,63 ± 0,05 
 
 
Figure III. 15 : Comparaison entre le spectre Raman des MWNT bruts auxquels ont été exposés les larves de 
xénope lors de l’essai MWNT-g1 et celui des MWNT dispersés auxquels elles ont été exposées lors des essais 
MWNT+CMC et MWNT+GA. 
 
Aucune différence significative entre les suspensions de MWNT ayant subi le protocole de 
dispersion physique et de fonctionnalisation non-covalente (i.e. MWNT+CMC et MWNT+GA) et 
celle soumise à une simple dispersion physique (i.e. MWNT bruts) n’a été observée suite à leur étude 
en spectroscopie Raman, tant au niveau de l’allure des spectres (figure III.15) que des rapports 
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d’intensité de la bande D et la bande G (ID/IG : tableau III.4). La seule différence notable entre la 
suspension de MWNT+CMC ou de MWNT+GA et celle de MWNT bruts est celle du positionnement 
en abscisse de la bande G. L’irradiation des échantillons par le rayon laser entraîne un échauffement 
local des NTC qui conduit à un décalage du spectre vers les faibles nombres d’ondes. La dispersion 
des NTC favoriserait la dissipation de chaleur et réduirait donc ce décalage. 
 
III.2.2. Réduction de la taille des agglomérats et individualisation partielle des MWNT 
 
  
  
  
Figure III. 16 : Images MET d’une suspension (A) de MWNT bruts (protocole de dispersion physique), de 
MWNT dispersés à l’aide de (B) CMC ou (C) GA (protocole de dispersion physique et fonctionnalisation non-
covalente), à (1) faible grandissement et (2) fort grandissement. Les flèches noires mettent en évidence la 
présence de sous-produits catalytiques de synthèse et les blanches à des dépôts attribuables à la présence d’agent 
dispersant à la surface des MWNT. 
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Les sous-produits de synthèse carbonés et catalytiques présents au niveau d’une suspension de 
MWNT dispersés physiquement (i.e. MWNT bruts, figure III.16A2) ont été également observés au 
niveau de celles ayant subi le protocole de dispersion physique et de fonctionnalisation non-covalente 
(e.g. MWNT+CMC, figure III.16B2). En revanche, la présence d’une substance, identifiée comme 
l’agent dispersant, a été mise en évidence à la surface des MWNT uniquement dans le cas des 
suspensions MWNT+CMC et MWNT+GA (figure III.16B2 et C2). 
Enfin, lorsque seuls des procédés de dispersion physique ont été utilisés la taille des agglomérats 
peut atteindre plusieurs µm (figure III.16.A1), alors qu’elle ne dépasse pas 1 µm lorsqu’une étape de 
fonctionnalisation non-covalente a été ajoutée (figure III.16.B1 et C1). De plus le nombre de MWNT 
individualisés semble sensiblement plus élevé dans le dernier cas. 
 
III.2.3. Influence de la nature de l’agent dispersant sur la taille des agglomérats (DLS) 
 
D’une part, bien que nous notions une légère différence en termes de distribution de taille des 
molécules présentes au niveau des solutions de GA et de CMC, la nature de l’agent dispersant utilisé 
ne semble pas influencer la taille des deux populations mises en évidence par l’analyse par DLS des 
suspensions de MWNT (tableau III.5). D’autre part, d’après l’allure des corrélogrammes 
(figure III.17), quelque soit l’agent dispersant utilisé, la répétabilité des mesures est meilleure lorsque 
la concentration en MWNT est plus élevée (i.e. 10 mg/L vs. 1 mg/L), mais ce paramètre n’influe pas 
significativement sur la distribution de taille des agglomérats. Quelque soit la nature de l’agent 
dispersant, l’analyse DLS des suspensions de MWNT indique la présence d’agglomérats dont la taille 
approche 100 nm et celle d’une population de taille plus importante et comprise entre 400 et 500 nm, 
ainsi qu’un diamètre hydrodynamique compris entre 200 et 300 nm. 
 
 
Tableau III. 5 : Distributions de taille issues de l’analyse par DLS des solutions de GA et de CMC (50 mg/L) et 
des suspensions de MWNT (1 ou 10 mg/L) dispersés à l’aide de ces mêmes agents dispersants (50 mg/L). 
  Taille (nm) 
  Population 1 Population 2 
Solution de GA  20,3 ± 3,6 290,6 ± 23,3 
Solution de CMC 115,5 ± 22,4 462,0 ± 9,0 
MWNT+GA 1 mg/L 97,3 ± 25,7 394,0 ± 35,2 
 10 mg/L 102,1 ± 26,1 454,0 ± 79,1 
MWNT+CMC 1 mg/L 90,3 ± 10,6 435,0 ± 126,7 
 10 mg/L 138,2 ± 32,4 485,1 ± 156,9 
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Figure III. 17 : Corrélogrammes (fonctions d’autocorrélation) des données brutes obtenues suite à l’analyse par 
DLS de suspensions de (A) 1 mg/L et (B) 10 mg/L MWNT dispersés en présence de 50 mg/L GA.  
 
III.2.4. Conservation d’une viscosité dynamique proche de celle de l’ED 
 
La viscosité dynamique des suspensions de NTC dispersés à l’aide de CMC ou de GA, ainsi que 
celle de d’ED et des solutions contenant 50 mg/L de CMC ou de GA, a été mesurée à l’aide d’un 
viscosimètre rotatif (Lamy RM 100). Les suspensions ont été traitées au bain à US (20 min) avant 
d’effectuer des mesures en appliquant une force de cisaillement (rotation du module) variant de 644 et 
4834 s
-1
. Les mesures ont été répétées trois fois pour chaque suspension. Les moyennes et intervalles 
de confiance sont présentés dans la figure III.18. Le tableau III.6 donne les équations de droite et les 
moyennes obtenues pour la gamme de gradient de vitesse utilisée. 
L’amplitude très réduite des intervalles de confiance confirme une bonne répétabilité dans les 
mesures, malgré une légère variation de température (22,10 ± 0,15°C). La droite d’équation relative à 
l’ED peut être simplifié sous la forme y ≈ 0x + 1,041, ce qui permet de confirmer que sa viscosité reste 
constante quelque soit la valeur de la contrainte de cisaillement (définition d’un fluide newtonien) et 
que sa valeur  est proche de celle renseignée par la littérature (environ 1 mPa.s à 20°C). De même, la 
viscosité dynamique des solutions d’agent dispersant et des suspensions de MWNT dispersés ne 
semble pas évoluer en fonction du gradient de vitesse. De plus leur comportement ne diffère pas 
significativement de celui de l’ED. 
 
Ni l’ajout de CMC ou de GA à hauteur de 50 mg/L ni la présence de MWNT à une concentration 
comprise entre 1 et 50 mg/L ne modifient significativement la viscosité du milieu d’exposition qui 
reste caractérisé par un comportement Newtonien. La stabilisation des suspensions de MWNT, 
préparées suite à l’application du protocole de dispersion incluant une fonctionnalisation non-
covalente avec un agent dispersant, n’est donc pas attribuable à une modification de la viscosité. 
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Figure III. 18 : Mesures de viscosité dynamique. 
Comparaison (A) entre de l’ED et des solutions de 
CMC et de GA (50 mg/L), (B) entre la solution de 
CMC et des suspensions de MWNT (1 – 10 – 50 
mg/L) dispersés à l’aide de CMC (50 mg/L) et (C) 
entre la solution de GA et des suspensions de MWNT 
(1 – 10 – 50 mg/L) dispersés à l’aide de GA (50 
mg/L). La force de cisaillement appliquée (abscisse) 
et la viscosité dynamique mesurée (ordonnée) sont 
représentées à l’aide d’une échelle logarithmique. 
 
 
Tableau III. 6 : Equations de droite et coefficients de corrélation (r²) relatifs à la viscosité dynamique (y) de 
l’ED, de la solution de GA et celle de CMC (50 mg/L) et des suspensions de MWNT (1 – 10 – 50 mg/L) 
dispersés à l’aide de CMC ou de GA (50 mg/L) exprimée en fonction de la force de cisaillement appliquée. (644 
≤ x ≤ 4834). Viscosité dynamique moyenne et intervalle de confiance relatif obtenus pour une gamme de 
gradient de vitesse comprise entre 644 et 4834 s
-1
. 
 Equation de droite r² Viscosité moyenne (mPa.s) 
ED y = 0,0005x + 1,041 0,9976 2,32 ± 0,35 
Solution de CMC y = 0,0005x + 1,2896 0,9964 2,74 ± 0,32 
Solution de GA y = 0,0005x + 0,7798 0,9984 2,20 ± 0,38 
MWNT+CMC 
1 mg/L y = 0,0003x + 1,8885 0,9569 2,67 ± 0,22 
10 mg/L y = 0,0003x + 1,8957 0,945 2,66 ± 0,21 
50 mg/L y = 0,0005x + 1,1199 0,9975 2,35 ± 0,33 
MWNT+GA 
1 mg/L y = 0,0006x + 0,6198 0,9817 2,19 ± 0,43 
10 mg/L y = 0,0006x + 0,7017 0,9977 2,15 ± 0,39 
50 mg/L y = 0,0005x + 0,9131 0,9981 2,27 ± 0,37 
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III.3. Caractérisation des suspensions pendant l’exposition des larves 
III.3.1. Augmentation du temps de résidence des MWNT dans la colonne d’eau lors des 
essais MN, en présence d’un agent dispersant 
 
Nous avons montré précédemment que le protocole de dispersion physique, incluant une étape de 
fonctionnalisation non-covalente d’un agent dispersant, permet de stabiliser les MWNT en suspension 
pendant au moins 24h, et ce l’absence de larve et de nourriture (« SLSN » pour sans larve et sans 
nourriture ; figure III.19B, « MWNT+CMC-SLSN » et « MWNT+GA-SLSN » ; tableau III.3). 
Néanmoins, lors des essais MN et donc en présence de larves et de nourriture et dans un milieu aqueux 
enrichi en sels minéraux (i.e. ER), la concentration en MWNT diminue progressivement après 
renouvellement des milieux (i.e. entre T0 et T24) et ce quelque soit la concentration initiale en NTC 
(figure III.19, « MWNT+CMC-Essai MN » et « MWNT+GA-Essai MN »). 
 
 
 
 
Figure III. 19 : Comparaison entre la variation des concentrations en MWNT bruts au niveau de la colonne d’eau 
au cours de l’essai MN MW-g1 (courbe continue) et celle des concentrations en MWNT dispersés à l’aide de 
CMC ou de GA respectivement au cours de l’essai MN MWNT+CMC et MWNT+GA (courbes discontinues). 
Gamme de concentrations initiales en MWNT : 1 – 10 – 50 mg/L. Les concentrations présentées sont des valeurs 
obtenues par mesures de DO. Le suivi de la concentration en NTC au niveau des suspensions de MWNT 
dispersés à l’aide d’agent dispersant en l’absence de larve et de nourriture est donné comme référence pour une 
concentration initiale de 50 mg/L. 
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Toujours est-il qu’une concentration comprise entre 23 et 50 % et entre 11 et 39% de la 
concentration initiale en MWNT dispersés à l’aide respectivement de CMC ou de GA parvient à être 
maintenue au centre de la colonne d’eau, alors qu’elle chute rapidement à 0 mg/L lorsque seule une 
dispersion physique a été appliquée (figure III.19, « MWNT bruts-Essai MN »). La CMC semble par 
ailleurs être plus efficace en termes de stabilisation des MWNT, ceci étant d’autant plus visible que la 
concentration en NTC est élevée. Enfin, notons la présence de pics de concentration dont nous 
tenterons d’expliquer l’origine par la suite. 
De manière à mieux comprendre la source à l’origine de cette déstabilisation et la présence de pics 
de concentration, des études plus détaillées ont été menées à partir des suspensions de MWNT 
dispersés à l’aide de CMC. 
 
III.3.2. La présence de sels minéraux ne semble pas favoriser la déstabilisation des 
suspensions de MWNT dans les conditions d’exposition mises en œuvre 
 
L’influence de la présence de sels minéraux dans le milieu a été étudiée en comparant 24h 
l’évolution de la concentration en MWNT au centre de la colonne d’eau entre une suspension de 
MWNT+CMC préparée à partir d’ED et une autre préparée à partir d’ER. Le protocole de dispersion 
appliqué est identique pour les deux suspensions. La composition en sels minéraux de l’ER est 
détaillée dans le Chapitre II (cf. tableau II.2). Les suivis cinétiques montrent que la concentration 
initiale en MWNT reste stable pendant une durée minimale de 24 h que le milieu aqueux contienne ou 
non des sels minéraux en solution (tableau III.7). 
 
Tableau III. 7 : Concentrations en NTC obtenues par mesure de DO des prélèvements effectués au centre de la 
colonne d’eau des suspensions de MWNT dispersés à l’aide de CMC selon le protocole de dispersion appliqué 
durant les essais MN. Milieux aqueux préparés à partir d’ED ou d’ER. 
 ED ER 
Concentration à T0 (mg/L) 48,9 53,1 
Concentration moyenne sur 24h (mg/L) 47,8 ± 0,1 52,5 ± 0,2 
 
III.3.3. La présence de larves induit la déstabilisation des suspensions de MWNT et celle de 
nourriture induit une surestimation (ponctuelle ou continue) de la concentration en NTC 
 
La figure III.20 présente l’évolution au centre de la colonne d’eau des concentrations en MWNT 
dispersés à l’aide de CMC, en l’absence de larve et de nourriture (« SLSN », sans larve sans 
nourriture), seulement en présence de larves (« Larves ») ou de nourriture (« Nourriture ») et enfin en 
présence à la fois de larves et de nourriture, autrement dit dans les conditions d’essai MN (« Essai 
MN »). 
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Figure III. 20 : Suivi de la décantation des MWNT dispersés à l’aide de CMC. Influence de la présence de larves 
et/ou de nourriture dans les milieux d’exposition. Gamme de concentrations en MWNT : 0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L. 
SLSN : absence de larve et de nourriture ; Nourriture : présence de nourriture et absence de larve ; Larves : 
présence de larves et absence de nourriture ; Essai MN : présence de larves et de nourriture. 
 
Tableau III. 8 : Concentrations en NTC obtenues par mesure de DO des prélèvements effectués au centre de la 
colonne d’eau des suspensions de NTC dispersés à l’aide d’agent dispersant (CMC ou GA) selon le protocole de 
dispersion appliqué durant les essais MN. DWNT+CMC : 50 mg/L DWNT + 50 mg/L de CMC ; 
MWNT+CMC : 50 mg/L MWNT + 50 mg/L de CMC ; MWNT+GA: 50 mg/L MWNT + 50 mg/L de GA. 
 Gamme de concentrations en MWNT+CMC (mg/L) 
0,1 1 10 50 
Concentration à T0 (mg/L) 0,2 1,6 10,4 44,0 
Concentration moyenne sur 24h (mg/L) 0,2 ± 0,0 1,5 ± 0,0 10,1 ± 0,1 43,4 ± 0,4 
 
 
Cette étude montre une fois de plus l’efficacité du protocole de dispersion combinant une 
dispersion physique et une fonctionnalisation non-covalente à l’aide de CMC pour stabiliser dans la 
colonne d’eau une concentration en MWNT comprise entre 0,1 et 50 mg/L, en l’absence de larve et de 
nourriture (figure III.20, « SLSN » ; tableau III.8). 
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En revanche, la présence de larves (figure III.20, « Larves » et « Essai MN ») induit une baisse 
progressive de la concentration en MWNT dans la colonne d’eau, ce phénomène étant d’autant plus 
marqué que la concentration initiale en MWNT est élevée. 
De plus, concernant les milieux exempts de larve, dans lesquels la nourriture a été ajoutée à T0, la 
concentration en MWNT déduite de la valeur de la DO mesurée (figure III.20, « Nourriture ») est 
constamment (i.e. quelque soit le temps d’échantillonnage) supérieure à la concentration obtenue dans 
les autres milieux. Ce phénomène est d’autant plus marqué que la concentration initiale en MWNT est 
faible. Ainsi, en absence de larve, le rapport entre la concentration moyenne en MWNT en présence de 
nourriture et celle en absence de nourriture est de 1,1 ± 0,0 pour une concentration initiale de 50 mg/L 
et atteint 27,4 ± 0,3 pour une concentration initiale de 0,1 mg/L. 
Enfin, des pics de concentration ont été enregistrés dans les milieux contenant de la nourriture 
(figure III.20, « Nourriture » et « Essai MN »). L’évolution de la DO des milieux contenant de la 
nourriture mais dépourvus de larve et dont la concentration en MWNT est initialement faible (i.e. 0,1 
et 1 mg/L ; figure III.20, « SLSN ») affiche une allure en dents de scie particulièrement marquée. 
 
En prenant en compte le fait que la nourriture n’est pas incolore, se dissout (du moins 
partiellement) en milieu aqueux et que des particules de nourriture en suspension peuvent être 
prélevées puis dissoutes lors du passage à la cuve à US avant mesure de la DO, l’ajout de nourriture 
contribue donc à l’assombrissement des milieux et des échantillons, et donc à une surestimation de la 
concentration déduite des mesures de DO. Ces surestimations, à considérer comme des artefacts, sont 
d’autant plus importantes que la concentration initiale en MWNT est faible et sont limitées par la 
présence de larves qui en consomment. 
Enfin, il ne faut pas négliger les particules rejetées par les larves (i.e. déjections) qui peuvent 
également contribuer à l’assombrissement du milieu. 
 
 
III.4. Résultats biologiques : toxicité aiguë, toxicité chronique et génotoxicité 
 
Aux termes des essais MN menés sur les MWNT dispersés à l’aide de CMC ou de GA pour une 
gamme de concentrations comprises entre 0,1 et 50 mg/L, aucune mortalité n’a été enregistrée dans les 
conditions contrôle (i.e. condition T-, TCMC et TGA ; tableau III.9). Une faible mortalité (non 
significative par rapport au T-) a été observée chez les larves exposées 1 mg/L de MWNT dispersés à 
l’aide de CMC. Le taux de mortalité des larves exposés aux MWNT+CMC devient significatif à partir 
de 10 mg/L. En revanche, une mortalité significative n’a été observée que chez celles exposées à 
50 mg/L de MWNT dispersés à l’aide de GA. 
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Tableau III. 9 : Résultats de la toxicité aiguë (mortalité, %) aux termes des essais MN MWNT+CMC et 
MWNT+GA. ND : résultat non donné car condition témoin non comprise dans l’essai. 
Conditions d’essai T- TCMC TGA 
Concentration en MWNT (mg/L) 
0,1 1 10 50 
Mortalité (%) 
MWNT+CMC 0 0 ND 0 15 30 30 
MWNT+GA 0 ND 100 0 0 0 20 
 
  
  
Figure III. 21 : Résultats (A) de toxicité chronique en termes d’inhibition de croissance (taux de croissance des 
larves, %) et (B) de génotoxicité (EMN, ‰ ; valeur médiane du nombre d’érythrocytes micronucléés pour un 
total de 1000 érythrocytes observés et intervalle de confiance à 95%) aux termes des essais MN (1) 
MWNT+CMC et (2) MWNT+GA (12 jours d’exposition). * : conditions d’essai pour lesquelles, en fin d’essai, 
(A) la taille moyenne des larves est significativement différente de celle du T- (P<0.05) et (B) le taux d’EMN 
est significatif.  
 
Quelque soit la nature de l’agent dispersant, l’exposition à des suspensions de MWNT dispersés 
semble induire une toxicité chronique à partir de 10 mg/L (figure III.21.A). A l’inverse, l’exposition à 
0,1 et 1 mg/L de MWNT dispersés à l’aide de GA stimule significativement la croissance des larves 
(figure III.21.A2). Alors que l’exposition pendant 12 jours à 50 mg/L de CMC n’induit pas 
l’augmentation significative du nombre d’EMN, la dispersion de 1 et 10 mg/L de MWNT en présence 
de CMC induit une réponse génotoxique significative (figure III.21.B1). Ces résultats ont été 
confirmés à l’issu d’un nouvel essai MN incluant les conditions contrôles (T-, T+ et TCMC) et les 
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conditions d’exposition 1 et 10 mg/L de MWNT+CMC. De plus, précisons que l’index mitotique des 
larves exposées à 0,1 et 50 mg/L de MWNT+CMC est significativement inférieur à celui des larves de 
la condition T- (figure 22A). Enfin, l’exposition a des MWNT dispersés en présence de GA n’induit 
pas de génotoxicité significative et ce quelque soit la concentration en MWNT (figure III.21.B2). 
 
  
Figure III. 22 : Index mitotique (moyenne ± écart-type) déterminé aux termes des essais MN (A) MWNT+CMC 
et (B) MWNT+GA. * : index mitotique significativement inférieur à celui de la condition T- (p < 0,05). 
 
 
III.5. Observations macro- et microscopiques 
 
De façon comparable aux observations effectuées pendant les essais MN sur les MNWT bruts, 
nous avons noté l’apparition, au fond des cristallisoirs contenant les suspensions de MWNT dispersés, 
d’excréments noirs de forme allongée, après quelques heures d’exposition (figure III.23). Aux termes 
des essais MN menés sur les MWNT dispersés, nous avons observé la présence anormale de masses 
noires dans le tube digestif des larves exposées aux plus faibles concentrations alors que celui des 
larves exposées à de fortes concentrations était entièrement noir. Nous avons décrit auparavant (cf. 
paragraphe II.4, Essai MN MWNT-g1 et –g2) l’assombrissement du tube digestif avec l’augmentation 
de la concentration en MWNT dans les milieux d’exposition. 
L’inspection des organismes sous loupe binoculaire a également permis de mettre en évidence la 
présence de masses noires au niveau des corbeilles branchiales de larves exposées aux suspensions de 
MWNT dispersés et ce dès une concentration de 1 mg/L (figure III.24B). Comme l’illustre la figure 
III.24A, ces masses noires sont absentes chez les larves qui se sont développées en conditions 
contrôles. Le retrait des couches superficielles de peau dans cette zone ne s’est pas accompagné de 
celui de ces masses noires (figure III.24.B1 et B2). Cependant aucun NTC n’a pu être détecté suite à 
l’observation des coupes UF de branchies en MET. 
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Figure III. 23 : Présence de déjections noires de forme allongée au fond des cristallisoirs relatifs aux milieux 
d’exposition aux MWNT dispersés (par exemple au niveau du milieu d’exposition (B) composé d’ER à laquelle 
à été ajoutée 1 mg/L de MWNT+GA), absentes au niveau des milieux contrôle tel que (A) le milieu T-. 
 
  
  
Figure III. 24 : Mise en évidence de la présence de masses noires au niveau des corbeilles branchiales de larves 
exposées à des suspensions de MWNT dispersés. Corbeille branchiale (A) d’une larve T- et (B) d’une larve 
exposée à 1 mg/L de MWNT+CMC. Les corbeilles branchiales sont délimitées par la zone en pointillés. (B.1 et 
B.2) Ces masses noires sont visibles à travers l’épiderme transparent de la larve. 
 
D’une manière générale, les organes étudiés en microscopie optique (intestin, foie, corbeilles 
branchiales, cerveau et œil) ne présentent pas de différence morphologique apparente par rapport à 
ceux relatifs à la condition T-. 
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Figure III. 25 : Mise en évidence par MET de la présence de MWNT (A) au-delà des microvillosités de la paroi 
intestinale d’une larve exposée à 10 mg/L de MWNT+GA, et plus précisément (A1) dans un entérocyte et (A2) 
au niveau de la partie basale, ainsi que (B) à un des bords de la membrane de carbone sur laquelle a été déposée 
la coupe histologique. Les flèches pleines désignent des NTC et celles en pointillés la direction de la coupe. E : 
entérocytes ; Lu : lumière intestinale ; MB : membrane basale. 
 
La présence de NTC au niveau de la lumière intestinale a été confirmée par l’étude en 
spectroscopie Raman des coupes SF d’intestin de larves exposées aux MWNT bruts. Cependant aucun 
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NTC n’a été détecté ni au niveau de la paroi intestinale, ni au niveau du foie de ces mêmes larves. La 
présence de MWNT agglomérés ou isolés a été également confirmée dans la lumière intestinale de 
larves exposées aux NTC grâce à l’observation en MET des coupes UF d’intestin. Des NTC isolés et 
orientés parallèlement au sens de la coupe ont également été observés au-delà des microvillosités, en 
travaillant à partir de coupes UF contrastées seulement avec de l’acétate d’uranyle, et plus 
particulièrement dans des entérocytes et au niveau de la région basale (figure III.25.A). Des amas de 
NTC ont cependant clairement été identifiés de part et d’autre de ces coupes sur chacun des bords de 
la membrane de carbone sur laquelle ont été déposées les coupes histologiques d’intestin 
(figure III.25.B). 
 
 
III.6. Discussion 
 
La démarche de mise au point d’un protocole de dispersion reposant sur la dispersion physique de 
MWNT fonctionnalisés de façon non-covalente par des polymères anioniques (i.e. CMC et GA) a 
permis dans un premier temps de fixer la concentration en agent dispersant dans les milieux 
d’exposition à 50 mg/L. Cette concentration est suffisante pour maintenir durablement (i.e. au moins 
24h), au sein de la colonne d’eau, une concentration en NTC (i.e. MWNT dispersés à l’aide de CMC 
ou de GA et DWNT dispersés à l’aide de CMC) approchant la concentration maximale parmi celles 
testées durant les essais MN (i.e. 50 mg/L). Il a été montré dans un deuxième temps que les MWNT 
doivent être ajoutés à la solution d’agent dispersant dès le début du protocole. Ceci permet à la fois 
d’augmenter l’efficacité de la fonctionnalisation non-covalente lors de l’étape d’ultrasonication de la 
première SM et de s’affranchir d’une étape de dispersion à l’UT des milieux d’exposition, lors de leur 
renouvellement quotidien, avant l’introduction des larves. En effet, d’après le mécanisme proposé par 
Strano et al. [176], les forces de cisaillement locales et importantes fournies par la sonotrode 
permettent la formation d’espaces entre les NTC agglomérés, qui sont autant de nouveaux sites 
potentiels d’adsorption de l’agent dispersant. Ce phénomène se propageant peu à peu, l’interface NTC-
milieu aqueux tend à diminuer, favorisant ainsi la dispersion des NTC. Enfin, précisons qu’à la 
différence de certains essais d’(éco)toxicologie [88] [177] [97] [101], nous avons choisi de ne 
centrifuger ni les SM ni les TE et de ne pas préparer les milieux d’exposition seulement à partir du 
surnageant. En effet, d’une part les mesures de DO d’échantillons prélevés au sein de la colonne d’eau 
ont confirmé l’efficacité de ce protocole à maintenir en suspension les MWNT, remplissant ainsi un de 
nos objectifs. D’autre part, il nous semble plus réaliste d’un point de vue environnemental de ne pas 
exposer les larves qu’à des NTC complètement dispersés, d’autant plus que comme nous le verrons 
par la suite la présence de ces organismes déstabilise les suspensions, conduisant peu à peu à leur 
réagglomération et leur sédimentation. 
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En comparaison avec l’étude de la décantation des MWNT bruts, nous avons réussi, en combinant 
le protocole de dispersion physique à la fonctionnalisation non-covalente d’un polymère anionique, à 
diminuer significativement la taille des agglomérats et à favoriser l’individualisation des MWNT, 
comme le suggèrent les observations réalisées au MET, sans pour autant modifier significativement 
leurs propriétés structurales (comparaison des spectres Raman et des rapports ID/IG). Cependant, la 
morphologie et la taille des agglomérats observés au MET peuvent être modifiés par la nécessité de 
sécher la goutte de suspension déposée sur la grille MET. Nous nous sommes donc restreints à utiliser 
les observations MET pour comparer les suspensions de MWNT bruts et de MWNT dispersés et non 
pour déterminer avec précision la taille des agglomérats. En revanche, nous avons fait appel à la 
technique de DLS pour accéder à la taille des agglomérats présents au sein de la colonne d’eau de 
suspensions de MWNT (1 et 10 mg/L) dispersés à l’aide de CMC et de GA. Cette étude a abouti à la 
mise en évidence de deux populations ; une première autour de 100 nm et une seconde comprise entre 
400 et 500 nm. Le diamètre hydrodynamique de ces suspensions semble compris entre 200 et 300 nm. 
Ces valeurs sont proches de celles obtenues par d’autres chercheurs dans le cadre de la dispersion de 
MWNT à l’aide de différentes sources de MON (diamètre hydrodynamique compris entre 130 et 150 
nm [113], voire entre 500 et 700 nm [88]). Cependant, il convient de tenir compte de la polydispersité 
(i.e. hétérogénéité) des suspensions, de la non sphéricité des particules étudiées et de la limitation de la 
mesure de la taille des agglomérats à un maximum de 630 nm (i.e. longueur d’onde du laser, [113]). Il 
est donc préférable de se limiter à considérer les valeurs obtenues grâce à cette technique comme 
outils de comparaison entre les suspensions préparées selon le même protocole de dispersion mais 
avec des agents dispersants de nature différente. Ainsi, nous retiendrons que la taille des agglomérats 
en suspension dans la colonne d’eau ne semble pas varier significativement selon la nature de l’agent 
dispersant (CMC vs. GA). Bien que la nature de la NOM utilisée dans les travaux de Edgington et al. 
[88] induise la variation du diamètre hydrodynamique des agglomérats de MWNT, il semble que les 
différences ne soient pas significatives au regard des imprécisions relatives à l’application de la 
technique de DLS sur de tels échantillons. Enfin précisons que nous n’avons pas effectué de mesure de 
DLS sur des suspensions de MWNT bruts en raison de leur vitesse importante d’agglomération et de 
décantation (phénomènes quasi-instantanés). 
 
Le protocole de dispersion physique et de fonctionnalisation non-covalente a été appliqué à la 
préparation des TE destinés au renouvellement des milieux d’exposition. Cependant, les suivis de DO 
réalisés sur des échantillons prélevés au cours des essais MN (pendant une période de 24h) au centre 
de la colonne d’eau montrent que la concentration en MWNT diminue progressivement. La présence 
d’agglomérats au fond des cristallisoirs est par ailleurs visible avant le renouvellement des milieux. 
Les valeurs moyennes de viscosité dynamique et les droites d’équations relatives obtenues suite à 
l’analyse des solutions de CMC et de GA, et des suspensions de MWNT dispersés à l’aide de CMC ou 
de GA ne sont pas significativement différentes de celles de l’ED. De ce fait, la viscosité n’est pas un 
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paramètre physico-chimique influençant la stabilisation des MWNT à l’aide d’une concentration faible 
(50 mg/L) en polymère anionique.  
Plusieurs pistes ont par la suite été étudiées afin de déterminer la nature des interactions impliquées 
dans le processus de stabilisation émanant de la fonctionnalisation non-covalente des polymères 
anioniques. Il est question également de comprendre l’origine de cette déstabilisation. Saleh et al. [90] 
ont en effet montré que la stabilité d’une suspension de MWNT, préparée uniquement par 
ultrasonications successives du surnageant (MWNT bruts), était due à l’établissement de forces de 
répulsion électrostatique à la surface des NTC (à cause notamment de l’endommagement des NTC 
suite à l’application de ce protocole de dispersion), répondant à la théorie de Derjaguin–Landau–
Verwey–Overbeek (DLVO) s’appliquant plus généralement aux colloïdes. En revanche, en présence 
de MON, l’augmentation de la stabilité de cette même suspension est attribuée à des forces de 
répulsion stérique résultant de l’adsorption des macromolécules d’acides humiques à la surface des 
NTC. Chen et al. [178] sont parvenus aux mêmes conclusions concernant l’étude d’une suspension de 
fullerènes en présence ou non de MON.  
Concernant notre étude, rappelons que la présence de sels minéraux dans les milieux de contrôle et 
d’exposition est nécessaire au développement optimal des organismes et à leur survie. Ainsi, bien que 
les TE soient préparés à partir d’ED, le volume des milieux d’exposition aux MWNT est ajusté avec 
de l’ER (i.e. ED enrichie en sels, et notamment en CaCl2 et MgSO4 ; cf. Chapitre II, IV.III.1). La force 
ionique des milieux d’exposition est donc supérieure à celle des suspensions contenues dans les TE. Si 
la stabilisation de ces dernières était de nature électrostatique, l’enrichissement en sels à une 
concentration dépassant la concentration critique de coagulation (CCC) aurait pour conséquence la 
neutralisation des charges de surface, diminuant ces forces de répulsion et induisant la déstabilisation 
des suspensions. L’évolution de la concentration en MWNT au centre de la colonne d’eau d’une 
suspension de MWNT+CMC préparée à partir d’ED a été comparée à celle d’une même suspension de 
MWNT+CMC mais préparée à partir d’ER. La stabilisation des MWNT effective en l’absence de sels 
(ED) l’est tout autant en présence de sels dont les concentrations sont recommandées dans le cadre de 
la norme ISO relative aux essais MN (cf. Chapitre II). Soit leur concentration n’est pas suffisante pour 
déstabiliser les suspensions de MWNT dispersés (i.e. inférieure à la CCC) soit les forces en jeu ne sont 
pas de nature électrostatique. Concernant la première hypothèse, il convient de préciser que les 
organismes d’essai interagissent constamment avec leur environnement, pouvant ainsi modifier les 
concentrations en sels dans les milieux d’exposition (i.e. bien que les concentrations initiales en 
cations et anions soient connues, il n’est pas exclu qu’elles varient au cours de l’essai MN). Par 
ailleurs, nous avons pu mettre en évidence l’effet de la présence des larves sur la déstabilisation des 
suspensions de MWNT dispersés à l’aide de CMC. Quelque soit la concentration initiale, une 
diminution progressive de la concentration en NTC au centre de la colonne d’eau a en effet été 
observée après introduction de ces organismes dans les milieux d’exposition. Il convient d’ajouter que, 
comme l’attestent les observations macro- et microscopiques, les larves ingèrent des MWNT avant de 
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les excréter. Il est possible qu’elles digèrent et assimilent en partie l’agent dispersant ou tout du moins 
que ce dernier soit désorbé des NTC au cours de la digestion. Enfin, d’une manière générale, elles 
rejettent dans le milieu des exsudats organiques (e.g. protéines [179] et polysaccharides), pouvant 
remplacer le polymère anionique initialement adsorbé à la surface des MWNT. Les larves agiraient 
alors directement ou indirectement sur la stabilisation stérique induite par l’adsorption à la surface des 
MWNT de la CMC ou de la GA, polymères qui rappelons le sont définis comme des macromolécules 
(i.e. taille comprise entre 15 et 50 kDa et atteignant 250 kDa respectivement). L’implication de la 
nourriture sur la déstabilisation des suspensions reste incertaine, puisque n’étant pas incolore à la 
différence des agents dispersants, elle assombrit le milieu d’exposition biaisant la mesure de la DO et 
induisant une surestimation de la concentration en MWNT déduite. Plus cette dernière est faible, plus 
l’estimation semble importante. 
Finalement, la stabilisation et la déstabilisation des suspensions de MWNT dispersés à l’aide de 
CMC ou de GA dépendraient donc principalement d’une modification des forces de répulsion stérique 
plutôt qu’électrostatique, engendrée par l’interaction des larves de xénope avec les milieux 
d’exposition. 
 
Malgré cette déstabilisation, la fonctionnalisation à l’aide de CMC ou de GA permet de ralentir 
significativement les phénomènes d’agglomération et de sédimentation des MWNT au cours des essais 
MN. De plus, la répartition verticale des larves de xénope au sein des milieux d’exposition (i.e. partie 
inférieure des cristallisoirs vs. colonne d’eau) est dictée par leur comportement alimentaire de 
brouteurs. Elles ont donc été exposées non seulement à des agglomérats de NTC ayant sédimenté mais 
également à des NTC en suspension, présents sous forme d’agglomérats de taille réduite et de NTC 
individualisés. 
Les conditions d’exposition aux MWNT dispersés sont donc en partie comparables à celles 
relatives aux essais MN MWNT bruts, bien que les quantités de MWNT agglomérés présents au fond 
des cristallisoirs aient été restreintes grâce à la dispersion en présence de GA ou de CMC. Il n’est donc 
pas surprenant que, comme dans le cadre des essais MWNT bruts, l’absorption de ces NTC par voie 
digestive et leur excrétion aient été mises en évidence par observations macro- et microscopiques suite 
aux essais MWNT dispersés. Rappelons que l’exposition à des MWNT bruts a révélé une inhibition de 
croissance significative (par rapport aux larves de la condition T-) des larves exposées à une 
concentration supérieure ou égale à 25 mg/L et une mortalité significative (par rapport aux larves de la 
condition T-) seulement chez les larves exposées à la plus forte concentration (50 mg/L). Or, des effets 
comparables ont été observés suite à l’exposition des larves à ces mêmes concentrations en MWNT 
dispersés à l’aide de CMC ou de GA. Comme nous l’avons discuté dans la partie précédente, il 
s’agirait d’effets induits par la toxicité mécanique des MWNT. Une fois absorbés par voie digestive, 
ils perturberaient le transit intestinal et l’assimilation de nutriments, et leur excrétion pourrait 
mobiliser une part non négligeable des réserves énergétiques. L’ingestion de NTC a également été 
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observée chez des daphnies exposées à des MWNT dispersés à l’aide de NOM et est incriminée dans 
l’expression de la toxicité mécanique de ces NTC [88], [113]. Edgington et al. [88] rapportent que 
d’après les observations effectuées en MET aucun NTC n’a été décelé dans les cellules intestinales et 
que les microvillosités semblent agir comme une barrière empêchant l’absorption des NTC transitant 
dans la lumière intestinale. En ce qui concerne nos travaux, des observations réalisées au MET ont 
permis de localiser des agglomérats de MWNT en bordure de coupe, de part et d’autre des 
préparations intestinales, et donc de confirmer l’hypothèse émise précédemment quant à 
l’entrainement des NTC par le couteau en diamant utilisé pour la coupe des intestins inclus dans de la 
résine. Il nous est donc impossible de confirmer ou d’infirmer si la paroi intestinale joue le rôle de 
barrière biologique interne vis-à-vis des MWNT ingérés. Nous discuterons de ce phénomène dans le 
Chapitre V (cf. partie II). 
Bien que l’exposition à des MWNT bruts ou dispersés induise des effets biologiques comparables, 
leur dispersion en présence de CMC augmenterait cependant leur toxicité. En effet, une mortalité et 
une inhibition de croissance significatives (par rapport aux larves de la condition T-) ont été révélées 
chez les larves exposées à une concentration supérieure ou égale à 10 mg/L de MWNT dispersés à 
l’aide de CMC. Des effets génotoxiques significatifs ont été observés seulement suite à une exposition 
à 1 et 10 mg/L de MWNT+CMC. Précisons que les larves exposées à 0,1 et 50 mg/L de 
MWNT+CMC présentent un index mitotique significativement plus faible que celui relatif au T-. Or, 
l’induction de MN est assujettie (condition sine qua non) au bon déroulement de la mitose et 
notamment à l’index mitotique caractérisant l’intensité de l’hématopoïèse. Il se pourrait alors que 
l’intoxication des larves de xénope exposées à 0,1 et 50 mg/L de MWNT+CMC masque une 
génotoxicité significative chez ces larves. 
Or, contrairement aux larves exposées aux MWNT bruts, la présence de masses noires a clairement 
été mise en évidence sous loupe binoculaire au niveau des corbeilles branchiales de larves exposées à 
des suspensions de MWNT dispersés, et ceci à partir de 1 mg/L, c’est à dire aux concentrations 
induisant des toxicités aiguë, chronique et génétique. Rappelons qu’en plus de participer aux échanges 
gazeux, les branchies ont également pour rôle de filtrer l’eau aspirée de manière à retenir les particules 
alimentaires. Il est donc possible que des NTC aient été retenus à ce niveau et correspondent aux 
tâches noires observées. La présence de masses noires, identifiées comme des agglomérats de SWNT, 
a également été reportée à la surface des branchies de truites (Oncorhynchus mykiss) exposées à des 
concentrations en SWNT dispersés à l’aide de SDS comprises entre 0,1 et 0,5 mg/L [115]. Il semble 
que les organismes mettent en place un système de défense contre les SWNT interagissant avec les 
branchies reposant notamment sur la sécrétion de mucus, mais qui n’est malheureusement pas durable. 
Ainsi l’exposition prolongée aux SWNT conduit à la diminution de la tolérance des poissons à la 
toxicité respiratoire de ces NTC, qui se traduit par l’apparition d’hypoxie, de lésions vasculaires et de 
pathologies cellulaires dans des régions qui ne semblent pourtant pas contaminées par les SWNT. Ceci 
amène les auteurs à penser à un effet indirect des SWNT et la mise en jeu de processus 
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inflammatoires, voire de processus perturbant le cycle cellulaire, dont les produits transiteraient par le 
réseau sanguin. Ces phénomènes pourraient en partie justifier l’explication de l’augmentation de la 
toxicité observée suite à l’exposition à des MWNT dispersés à l’aide de CMC, dans nos 
expérimentations sur amphibiens. 
Enfin, lors des essais de dispersion des MWNT en présence de GA, contrairement aux résultats 
obtenus suite à l’utilisation de CMC comme agent dispersant, (i) une mortalité significative n’a été 
observée qu’à la concentration maximale étudiée (50 mg/L), (ii) l’exposition à de faibles 
concentrations en MWNT (i.e. 0,1 et 1 mg/L) ne semble pas induire de toxicité chronique et (iii) 
aucune génotoxicité significative n’a été mise en évidence dans les conditions d’exposition. Les 
réponses biologiques sont en fait similaires à celles obtenues dans le cadre des essais MWNT bruts. 
L’ajout d’une étape de fonctionnalisation non-covalente de GA au protocole de dispersion utilisé pour 
préparer les suspensions de MWNT n’a pas d’influence sur l’expression de la toxicité des MWNT. Il 
convient de noter qu’une croissance significative a été observée chez les larves exposées à de faibles 
concentrations en MWNT+GA (i.e. 0,1 et 1 mg/L). Youn et al. [101] ont rapporté des observations 
similaires au cours de l’évaluation de la toxicité au niveau d’algues vertes d’eau douce 
(Pseudokirchneriella subcapitata) de SWNT dispersés également à l’aide de GA, en augmentant la 
concentration de l’agent dispersant sans modifier celle en NTC (i.e. 0,5 ou 1 mg/L). Ils ne sont pas 
parvenus à mettre en évidence l’internalisation des NTC dans les cellules mais ont observé une 
déformation de la membrane externe. Suite à l’analyse de facteurs du stress oxydant, ils ont conclu que 
l’interaction des SWNT avec la paroi externe des algues induisait un stress oxydant et la mise en place 
de mécanismes de défense permettant de tolérer la toxicité indirecte des NTC. La GA, dont les 
propriétés antioxydantes ont été rapportées auparavant par d’autres auteurs [120], [121], [122] [180], 
stimulerait la production d’antioxydants et favoriserait la croissance des algues exposées à de faibles 
concentrations en NTC. Dans notre cas d’étude, la présence de GA pourrait donc expliquer que le taux 
de croissance des larves exposées à une faible concentration en MWNT (i.e. 0,1 et 1 mg/L) soit 
significativement supérieur à celles non exposées à ces NTC (i.e. condition T-). Par ailleurs, 
l’interaction des MWNT dispersés et en suspension dans la colonne d’eau avec les branchies des 
larves de xénope pourrait également induire un stress oxydant (non mesuré), contribuant à une 
induction significative de MN. Ces effets seraient mesurables suite à l’exposition des larves aux 
MWNT dispersés à l’aide de CMC mais pas suite à l’exposition aux MWNT dispersés à l’aide de GA, 
cet agent dispersant modulant les réponses génétiques. 
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IV. Evaluation de la toxicité des DWNT : influence de l’état initial de dispersion, de la nature de 
l’agent dispersant et du protocole de dispersion appliqué 
 
Les résultats obtenues à l’issu de l’essai MN réalisé à partir de suspensions de DWNT+CMC, dans 
le cadre de cette thèse, seront comparés à ceux obtenus suite aux essais MN réalisés à partir de 
suspensions de DWNT bruts et de DWNT dispersés à l’aide de GA, dans le cadre de la thèse de P. 
Landois [140]. 
 
IV.1. Evaluation de la toxicité des DWNT dispersés à l’aide de CMC 
 
Les travaux de thèse de P. Landois [140] portant sur l’évaluation de la toxicité de suspensions de 
DWNT bruts (0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L) ou dispersés à l’aide de GA (0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L de DWNT 
en présence de 50 mg/L de GA ; 0,1 et 10 mg/L de DWNT en présence de 5 mg/L de GA) ont été 
complétés par la réalisation d’un essai MN au cours duquel les larves d’amphibien ont été exposées à 
la gamme de concentrations 0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L de DWNT dispersés à l’aide de 50 mg/L de CMC. 
 
IV.1.1. Protocole 
 
Après synthèse par CCVD de la poudre de composite, sa teneur massique en C a été analysée selon 
la méthode décrite dans le Chapitre II (cf. IV.1). Elle s’élève à 14,04 ± 0,28 %m. En considérant que le 
C présent dans cette poudre constitue les DWNT (i.e. en négligeant le C issu des sous-produits 
carbonés), il est alors possible de calculer la masse de poudre composite à extraire par traitement acide 
(HCl ; cf. Chapitre II, I.3) pour obtenir la masse de DWNT désirée. Une fois extraits, les DWNT et le 
volume d’ED ou de suspension aqueuse de CMC ont été transférés dans un bécher pour préparer la 
SM1. 
Le protocole ensuite appliqué pour préparer un stock de TE de DWNT dispersés à l’aide de CMC 
et de TE de CMC, permettant le renouvellement des milieux d’exposition (gamme de concentrations 
en DWNT de 0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L) et du milieu de contrôle CMC (50 mg/L), est comparable à celui 
appliqué à l’essai MN MWNT+CMC (cf. III.1.3 Protocole appliqué).  
 
IV.1.2. Caractérisation des suspensions avant et au cours de l’exposition 
 
Des observations ont été réalisées au MET à partir d’une suspension de DWNT dispersés à l’aide 
de CMC préparée selon le protocole de dispersion mis au point au cours de cette thèse, et également à 
partir d’une suspension de DWNT bruts préparée selon le protocole de dispersion appliqué aux 
MWNT bruts. Il apparait clairement que la fonctionnalisation non-covalente à l’aide d’un agent 
dispersant permet d’individualiser les NTC (figure III.26.B2), mais seulement partiellement. En effet, 
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comme dans le cas de la suspension de DWNT bruts, celle de DWNT+CMC est composée de NTC 
organisés en faisceaux (figure III.26.A1, A2 et B1, flèches noires pleines) pouvant atteindre une 
longueur de plusieurs µm et une épaisseur de quelques dizaines de nm, rendant difficile la 
détermination de la longueur des NTC à l’échelle individuelle, mais également de sous-produits de 
synthèse carbonés (figure III.26.A1, A2 et B1, flèches blanches pleines), et catalytiques 
(figure III.26.A2, flèches blanches pointillées). 
 
  
  
Figure III. 26 : Images MET d’une suspension (A) de DWNT bruts (protocole de dispersion physique) et (B) de 
DWNT dispersés à l’aide de CMC (protocole de dispersion physique et fonctionnalisation non-covalente). Les 
flèches noires en trait plein et pointillé mettent en évidence la présence de NTC respectivement sous forme de 
faisceaux et individualisés. Les flèches blanches en trait plein et pointillé mettent en évidence des sous-produits 
de synthèse respectivement carbonés et catalytiques. 
 
Tableau III. 10 : Valeur des rapports d’intensité de la bande D et de la bande G (ID/IG) d’une suspension de 
DWNT bruts ayant subi le protocole de dispersion physique appliqué aux suspensions de MWNT bruts et d’une 
suspension de DWNT dispersés à l’aide de CMC préparée selon le protocole de dispersion appliqué pour l’essai 
MN MWNT+CMC. 
DWNT bruts 
(dispersion physique) 
DWNT+CMC (dispersion physique 
et fonctionnalisation non-covalente) 
0,24 ± 0,09 0,26 ± 0,05 
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Figure III. 27 : Comparaison entre le spectre Raman des DWNT dispersés auxquels les larves ont été exposées 
lors de l’essai MN DWNT+CMC et celui des DWNT bruts. 
 
Aucune différence significative n’a été notée suite à l’étude en spectroscopie Raman de ces 
suspensions, tant au niveau de l’allure des spectres (figure III.27) que des rapports d’intensité de la 
bande D et la bande G (ID/IG ; tableau III.10). Soulignons que ces derniers attestent de la bonne 
qualité structurale des DWNT. 
L’évolution de la concentration en DWNT a été déterminée pendant l’essai MN DWNT+CMC 
(présence de larves et de nourriture) par mesure de l’absorbance d’échantillons prélevés pendant 24h 
au centre de la colonne d’eau des cristallisoirs correspondant aux conditions 1 – 10 – 50 mg/L (figure 
III.28, « Essai MN »), ainsi qu’au niveau d’une suspension de 50 mg/L de DWNT dispersés à l’aide 
de 50 mg/L de CMC en l’absence de larve et de nourriture (figure III.28, « SLSN »). Alors que le 
protocole de dispersion appliqué permet de stabiliser, au sein de la colonne d’eau, la concentration en 
NTC en l’absence de larve et de nourriture (concentration estimée moyenne de 42,8 ± 0,1 mg/L pour 
une concentration initiale mesurée de 43,3 mg/L), la présence de larves semble déstabiliser les 
suspensions assez rapidement.  
Enfin, la viscosité dynamique des suspensions de DWNT dispersés à l’aide de CMC, ainsi que 
celle de d’ED et d’une solution de 50 mg/L de CMC, a été déterminée à l’aide d’un viscosimètre 
rotatif (Lamy RM 100), selon le même protocole que celui appliqué aux suspensions de MWNT 
dispersés (cf. III.2.1 Conservation d’une viscosité dynamique proche de celle de l’ED). Les moyennes 
et intervalles de confiance sont présentés dans la figure III.29. Le tableau III.11 donne les équations 
de droite et les moyennes obtenues pour la gamme de gradient de vitesse utilisée. 
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Figure III. 28 : Evolution des concentrations en DWNT dispersés à l’aide de CMC au cours de l’essai MN 
DWNT+CMC (courbes discontinues). Gamme de concentrations initiales en DWNT : 1 – 10 – 50 mg/L. Les 
concentrations présentées sont des valeurs obtenues par mesure de DO. Le suivi de la concentration en NTC au 
niveau des suspensions de DWNT dispersés à l’aide de CMC en l’absence de larve et de nourriture est donné 
comme référence pour une concentration initiale de 50 mg/L. 
 
 
  
Figure III. 29 : Mesures de viscosité dynamique. Comparaison (A) entre de l’ED et une solution de CMC (50 
mg/L) et (B) entre la solution de CMC et des suspensions de DWNT (1 – 10 – 50 mg/L) dispersés à l’aide de 
CMC (50 mg/L). La force de cisaillement appliquée (abscisse) et la viscosité dynamique mesurée (ordonnée) 
sont représentées à l’aide d’une échelle logarithmique. 
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Tableau III. 11 : Equations de droite et coefficients de corrélation (r²) relatifs à la viscosité dynamique (y) de 
l’ED, de la solutions de CMC (50 mg/L) et des suspensions de DWNT (1 – 10 – 50 mg/L) dispersés à l’aide de 
CMC (50 mg/L) exprimée en fonction de la force de cisaillement appliquée. (644 ≤ x ≤ 4834). Viscosité 
dynamique moyenne et intervalle de confiance relatif obtenus pour une gamme de gradient de vitesse comprise 
entre 644 et 4834 s
-1
. 
 Equation de droite r² Viscosité moyenne (mPa.s) 
ED y = 0,0005x + 1,041 0,9976 2,32 ± 0,35 
Solution de CMC y = 0,0005x + 1,2896 0,9964 2,74 ± 0,32 
DWNT+CMC 
1 mg/L y = 0,0004x + 1,3561 0,9859 2,42 ± 0,29 
10 mg/L y = 0,0004x + 1,2855 0,9970 2,40 ± 0,30 
50 mg/L y = 0,0005x + 1,2563 0,9972 2,46 ± 0,33 
 
 
Comme présenté précédemment, la viscosité de la solution de CMC n’évolue pas en fonction du 
gradient de vitesse et son comportement ne diffère pas significativement de celui de l’ED. Les mêmes 
remarques peuvent être faites quant aux suspensions de DWNT dispersés. Ni l’ajout de CMC à 
hauteur de 50 mg/L ni la présence de DWNT à une concentration comprise entre 1 et 50 mg/L ne 
modifie significativement la viscosité du milieu d’exposition qui reste caractérisée par un 
comportement Newtonien. 
 
 
IV.1.3. Résultats biologiques : toxicité aiguë, toxicité chronique et génotoxicité 
 
A l’issue de l’essai MN DWNT+CMC, toutes les larves ont survécu sauf 10% de celles exposées à 
0,1 mg/L de DWNT dispersés à l’aide de CMC. Ce taux de mortalité n’est pas significativement 
différent de celui des larves de la condition T- (tableau III.12). Une inhibition de croissance 
significative par rapport au T- a été observée à partir de 10 mg/L (figure III.30.A). Enfin, quelque soit 
la concentration en DWNT dispersés, l’induction de MN n’est pas significativement différente du T- 
(figure III.30.B). 
 
Tableau III. 12 : Résultats de toxicité aiguë (mortalité, %) aux termes de l’essai MN DWNT+CMC. 
Conditions 
d’essai 
T- TCMC 
Concentration en DWNT (mg/L) 
0,1 1 10 50 
Mortalité (%) 0 0 0 10 0 0 
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Figure III. 30 : Résultats (A) de toxicité chronique en termes d’inhibition de croissance (taux de croissance des 
larves, %) et (B) de génotoxicité (EMN, ‰ ; valeur médiane du nombre d’érythrocytes micronucléés pour un 
total de 1000 érythrocytes observés et intervalle de confiance à 95%) aux termes de l’essai MN DWNT+CMC 
(12 jours d’exposition). * : conditions d’essai pour lesquelles, à la fin de l’essai, (A) la taille moyenne des larves 
est significativement différente de celle du T- (P<0.05) et (B) le taux d’EMN est significatif. 
 
IV.1.4. Observations macro- et microscopiques 
 
De façon comparable aux observations effectuées pendant les essais MN sur les MNWT bruts et 
dispersés, nous avons observé rapidement l’apparition d’excréments noirs de forme allongée au fond 
des cristallisoirs contenant les suspensions de DWNT dispersés, ainsi qu’un assombrissement du tube 
digestif qui augmente avec la concentration en DWNT. De même que pour les larves exposées aux 
MWNT dispersés, celles exposées aux DWNT dispersés à l’aide de CMC présentaient, à la différence 
des larves des conditions T- et TCMC (figure III.31A), des masses noires au niveau des corbeilles 
branchiales et ce dès une concentration de 0,1 mg/L (figure III.31B). 
 
   
Figure III. 31 : Observation de la présence de masses noires (flèches) au niveau des corbeilles branchiales de 
larves exposées à des suspensions de DWNT dispersés. Corbeille branchiale (A) d’une larve de la condition 
TCMC et (B) de deux larves exposées à 1 mg/L de DWNT+CMC. 
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IV.2. Discussion 
IV.2.1. DWNT dispersés à l’aide de CMC 
 
Le protocole mis au point pour la dispersion des MWNT, combinant des méthodes physiques et la 
fonctionnalisation non-covalente par un polymère anionique, a été appliqué aux DWNT. Il a été 
montré que l’utilisation de CMC comme agent dispersant permettait de stabiliser, au sein de la colonne 
d’eau, pendant au moins 24h (i.e. intervalle de temps avant le renouvellement des milieux d’exposition 
lors des essais MN), la concentration maximale en DWNT (i.e. 50 mg/L) testée lors de l’essai MN 
relatif (i.e. essai MN DWNT+CMC). Les observations effectuées en MET ont montré la persistance de 
la présence de faisceaux de DWNT et donc une individualisation seulement partielle de ces NTC grâce 
à l’ajout d’une étape de fonctionnalisation avec de la CMC. Cependant, du fait de l’agencement des 
DWNT en faisceaux, il est difficile de statuer quant à une réduction en taille de ces derniers par 
rapport à ceux composant une suspension préparée seulement par dispersion physique. Comme pour 
les suspensions de MWNT dispersés, l’application de ce protocole mènerait à une stabilisation stérique 
des DWNT et la présence de larves de xénope induirait une déstabilisation (figure III.27), qui semble 
par ailleurs légèrement plus rapide que celle des suspensions de MWNT+CMC (figure III.19). 
Concernant les effets biologiques, l’exposition à des suspensions de DWNT dispersés à l’aide de 
CMC et dont la concentration est comprise entre 0,1 et 50 mg/L ne semble entrainer de façon 
significative ni la mort des larves ni la formation de MN. En revanche, l’exposition pendant 12 jours à 
partir de 10 mg/L de DWNT+CMC conduit à une inhibition de croissance significative par rapport au 
T-. Cette toxicité chronique pourrait être la conséquence non seulement de l’ingestion de DWNT en 
quantité suffisante pour induire un déficit nutritionnel important, mais également celle du colmatage 
partiel des branchies par des DWNT, réduisant significativement l’apport en oxygène (non mesuré) de 
la larve. 
 
 
IV.2.2. Essais MN DWNT bruts et DWNT dispersés à l’aide de GA menés pendant la thèse 
de P. Landois 
 
Avant de comparer les résultats relatifs aux essais DWNT bruts et DWNT+GA à ceux obtenus 
suite à l’essai DWNT+CMC, il convient de prendre en compte les divergences entre les protocoles de 
dispersion et de renouvellement des milieux (cf. Introduction de ce chapitre), mais également de 
rappeler les résultats biologiques obtenus et les hypothèses formulées. 
En ce qui concerne le premier point, précisons qu’aucune mesure de la cinétique de décantation des 
DWNT, comparable à celle effectuée dans le cadre de l’essai MN DWNT+CMC, n’a été menée lors 
des essais DWNT bruts et DWNT+GA. Seules des mesures préliminaires de densité optique ont 
permis de confirmer que le second protocole permettait de stabiliser, au sein de la colonne d’eau et en 
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l’absence de larves, une concentration de 10 mg/L de DWNT à l’aide de 5 ou 10 mg/L de GA. Des 
observations visuelles ont révélé que quelque soit le protocole appliqué, la présence de larves 
déstabilisait les suspensions de DWNT+GA, mais que la sédimentation des DWNT était visiblement 
ralentie suite à l’application du second protocole (i.e. phénomène visible au bout de quatre heures au 
lieu d’une heure dans le cas du premier protocole). La comparaison entre ces deux essais MN suggère 
donc que le potentiel d’interaction entre les DWNT en suspension et les organismes (lorsqu’ils 
évoluent au sein de la colonne d’eau) serait plus important en présence de GA. 
 
Le tableau III.13 et les figures 32 et 33 présentent les résultats biologiques relatifs aux essais MN 
DWNT bruts et DWNT dispersés à l’aide de GA (essai 1), obtenus dans le cadre de la thèse de P. 
Landois [140] et publiés en 2009 [105] et 2010 [106]. D’une part, seule une faible mortalité (taux non 
significatif par rapport à celui des larves de la condition T-) été observée chez les larves exposées à 10 
et 50 mg/L de DWNT bruts. D’autre part, qu’il s’agisse de suspensions de DWNT bruts ou dispersés à 
l’aide de GA, l’exposition pendant 12 jours à 10 mg/L ou 50 mg/L de DWNT induit une inhibition de 
croissance significative par rapport au T-. Du fait de la toxicité (inhibition de croissance et faible 
nombre de cellules en division) observée à 50 mg/L DWNT bruts ou dispersés en présence de GA, les 
larves de ces conditions d’exposition n’ont pas été ponctionnées. Une induction significative de MN 
(par rapport au T-) a été observée seulement chez les larves exposées à 1 mg/L de DWNT+GA. 
Précisons que la GA seule (50 mg/L) ne présente pas de toxicité chez ces organismes, mais semble au 
contraire favoriser leur croissance. Ceci peut tenir au fait que cette molécule organique assimilable 
peut constituer une source potentielle d’énergie pour les larves de xénope. 
Les résultats de l’essai DWNT+GA, réalisé en conditions réduites (i.e. deux concentrations 
d’exposition aux DWNT dispersés à l’aide de GA et concentration en GA réduite à 5 mg/L) et mettant 
en jeu le deuxième protocole de dispersion mis au point par Landois, ne sont pas détaillés. En effet, les 
réponses biologiques sont comparables à celles obtenues dans le cadre du premier essai MN 
DWNT+GA. 
 
Tableau III. 13 : Résultats de toxicité aiguë (mortalité, %) aux termes des essais MN DWNT bruts et 
DWNT+GA. ND : résultat non donné car condition témoin non comprise dans l’essai. D’après [105]. 
Conditions d’essai T- TGA 
Concentration en DWNT (mg/L) 
0,1 1 10 50 
Mortalité (%) 
DWNT bruts 0 ND 0 0 5 15 
DWNT+GA (essai 1) 0 0 0 0 0 0 
 
Thèse de doctorat – F. Bourdiol 
129 
  
  
Figure III. 32 : Résultats (A) de toxicité chronique en termes d’inhibition de croissance (taux de croissance 
des larves, %) et (B) de génotoxicité (EMN, ‰ ; valeur médiane du nombre d’érythrocytes micronucléés pour 
un total de 1000 érythrocytes observés et intervalle de confiance à 95%) aux termes des essais MN (1) 
DWNT bruts et (2) DWNT+GA (essai 1) (12 jours d’exposition). * : conditions d’essai pour lesquelles, en fin 
d’essai, (A) la taille moyenne des larves est significativement différente de celle du T- (P<0.05) et (B) le taux 
d’EMN est significatif. D’après [105]. 
 
  
Figure III. 33 : Index mitotique (moyenne ± écart-type) déterminé aux termes des essais MN (A) DWNT bruts 
(B) DWNT+GA. * : index mitotique significativement inférieur à celui de la condition T- (p < 0,05). 
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Les effets toxiques observés ont été attribués, du moins en partie, à l’ingestion de DWNT qui 
pourrait conduire à des phénomènes, tels que des occlusions intestinales et/ou des encombrements 
intestinaux, ainsi qu’une compétition DWNT/nutriments, d’autant plus importants que la concentration 
en DWNT dans le milieu est élevée. 
La présence de DWNT dans la lumière intestinale a été confirmée par MET et par spectroscopie 
Raman grâce au pic caractéristique des DWNT correspondant à la bande G’2D [104]. Aucune de ces 
méthodes n’a cependant permis de mettre en évidence le passage de DWNT au travers de la barrière 
intestinale [105]. Notons que concernant l’analyse par spectroscopie Raman, seuls des profils en ligne 
ont été effectués, ce qui, comparé à l’analyse par cartographie, diminue sensiblement la probabilité de 
mettre en évidence la présence d’un NTC isolé dans un entérocyte. De plus, il se peut que les signaux 
de DWNT isolés soient masqués par l’intensité de ceux des agglomérats de DWNT. Enfin, la présence 
de masses noires a également été observée sous loupe binoculaire au niveau des corbeilles branchiales 
des larves, et ce quelque soit la concentration d’exposition aux DWNT et leur état de dispersion initial 
[105]. Les auteurs ont également émis l’hypothèse d’un colmatage des branchies par les DWNT à 
l’origine d’une perturbation des échanges gazeux et d’un phénomène d’hypoxie, pouvant ainsi 
expliquer partiellement les effets toxiques observés. 
 
Enfin, plusieurs hypothèses ont été avancées pour expliquer, qu’en termes de génotoxicité, un 
résultat significatif par rapport au T- ait été obtenu seulement chez des organismes exposées pendant 
12 jours à 1 mg/L de DWNT dispersés à l’aide de GA. 
La première explication potentielle s’appuie sur les résultats de toxicité chronique obtenus et sur 
l’observation d’une différence significative entre l’index mitotique des larves exposées à 10 mg/L de 
DWNT+GA et celui des larves T- (figure 33.B). Or l’induction de MN est assujettie au bon 
déroulement de la mitose qui peut être évalué par le biais de la détermination de l’index mitotique 
reflétant l’intensité de l’hématopoïèse au moment de la ponction du sang [140]. Il n’est donc pas exclu 
qu’une toxicité induisant une activité mitotique anormalement basse puisse masquer l’expression de la 
réponse génotoxique suite à une exposition chronique à 10 mg/L de DWNT+GA. Dans les conditions 
d’essai, les DWNT pourraient donc induire un effet génotoxique suite à leur mise en suspension à 
l’aide de GA et une exposition des larves à une concentration au moins supérieure ou égale à 1 mg/L, 
au cours de laquelle les larves auraient été en contact prolongé avec des DWNT isolés et/ou des 
faisceaux de DWNT de taille sensiblement réduite par rapport à ceux composant les milieux 
d’exposition de l’essai MN DWNT bruts. Landois [140] souligne que l’application d’un protocole de 
dispersion pourtant plus efficace en terme de ralentissent des phénomènes d’agglomération et de 
sédimentation ne conduit pas à révéler un effet génotoxique à 10 mg/L. Rappelons que ce second essai 
MN DWNT+GA n’inclut pas l’exposition à 1 mg/L de DWNT dispersés à l’aide de GA. Landois 
conclut néanmoins que les effets observés pourraient résulter d’une synergie entre la GA et les 
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DWNT, qui se révélerait dans des conditions précises (e.g. 1 mg/L de DWNT et 50 mg/L de GA, 
exposition de 12 jours) chez ces organismes. 
 
 
IV.2.3. Etude des réponses biologiques selon l’état initial de dispersion des DWNT, l’agent 
dispersant et le protocole de dispersion utilisés 
 
Des protocoles de dispersion des DWNT, combinant des méthodes physiques (i.e. dispersion 
mécanique à l’aide d’un UT et ultrasonication à l’aide d’une sonotrode) et la fonctionnalisation non-
covalente d’un polymère naturel (GA) ou de synthèse (CMC) ont été mis au point au cours des travaux 
de thèse de P. Landois (deuxième protocole) et de ceux présentés dans ce mémoire. L’un et l’autre 
permettent de maintenir en suspensions les DWNT et de stabiliser leur concentration dans la colonne 
d’eau pendant au moins 24h. Cependant, quelque soit la nature et la concentration de l’agent 
dispersant utilisé, et le protocole appliqué pour préparer les suspensions de DWNT et renouveler les 
milieux d’exposition, l’introduction de larves dans les milieux d’exposition aboutit progressivement 
(en quelques heures) à la réagglomération des DWNT et à leur sédimentation. Nous ne pouvons 
malheureusement pas comparer quantitativement l’efficacité de ces deux protocoles en termes de 
ralentissement de ces phénomènes dans les milieux d’exposition. D’une manière générale, nous 
retiendrons qu’en comparaison avec les larves exposées aux DWNT bruts, l’application de ces 
protocoles permet d’accroitre leur interaction avec les NTC individualisés et les faisceaux de taille 
réduite en suspension dans la colonne d’eau. Toutefois, elles restent majoritairement exposées à des 
DWNT agglomérés au fond des cristallisoirs, comme c’est le cas dans les milieux d’exposition DWNT 
bruts. Cherchant à se nourrir en broutant les particules du milieu, mais ne pouvant pas faire la 
distinction entre les fragments de nourriture et les DWNT, ces derniers pénètrent alors par voie 
buccale dans la larve. Une partie, d’autant plus importante que la concentration en DWNT dans le 
milieu est élevée, est ingérée et transite par le tube digestif avant d’être excrétée sous une forme 
caractéristique allongée. Une autre partie est retenue par les corbeilles branchiales, au niveau 
desquelles les NTC apparaissent sous forme d’amas noirs. Les études menées jusqu’à présent sur 
l’internalisation des DWNT n’ont pas mis en évidence leur passage à travers la paroi intestinale, ou 
encore leur présence dans le sang [140]. Cependant, les deux phénomènes observés à l’échelle 
macroscopique pourraient être à l’origine d’une perturbation des échanges gazeux (hypoxie) et du 
transit intestinal, ainsi que d’une compétition avec les nutriments. Ceux-ci expliqueraient l’observation 
d’une inhibition de croissance des larves exposées à partir de 10 mg/L de DWNT bruts ou dispersés. 
Quelque soit l’état initial de dispersion des DWNT (i.e. suspensions brutes ou dispersées et 
stabilisées à l’aide de CMC ou de GA), leur exposition dans les conditions de l’essai MN n’induit pas 
ou seulement une faible mortalité chez ces organismes. Enfin, ces bioessais n’ont révélé un effet 
génotoxique significatif que chez les larves exposées à 1 mg/L de DWNT dispersés à l’aide de GA. 
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Bien que l’hypothèse d’une synergie entre ces NP et cet agent dispersant soit une première piste 
d’explication, des études complémentaires sont nécessaires pour expliquer la divergence observée en 
termes de réponse génotoxique. 
 
 
V. Evaluation de la toxicité d’amiantes et du noir de fumée 
 
Aux termes des bioessais réalisés dans le cadre de l’évaluation de la toxicité, chez les larves de 
xénope, de DWNT et de MWNT bruts ou dispersés à l’aide de CMC ou de GA, une inhibition de 
croissance significative par rapport au T- a été observée chez les larves exposées, pendant 12 jours, à : 
 
 une concentration en DWNT supérieure ou égale à 10 mg/L, et ce quelque soit l’état initial 
de dispersion des DWNT ; 
 une concentration en MWNT bruts supérieure ou égale à 25 mg/L ; 
 une concentration en MWNT dispersés supérieure ou égale à 10 mg/L. 
 
Nous avons évalué la toxicité d’amiantes et du noir de fumée, afin de (i) savoir si ces matériaux 
pouvaient également induire une inhibition de croissance significative des larves exposées (par rapport 
à celle de la condition T-), (ii) confirmer le lien entre l’ingestion de ces particules et les effets de 
toxicité chronique observés et (iii) trouver un contrôle de croissance des larves adapté aux essais MN 
réalisés à partir de NTC (bruts, dans un premier temps). 
 
Les amiantes sont des minéraux naturels composés de silicates hydratés, qui sont caractérisés par 
leur forme fibreuse et leur tendance à se casser en fibres microscopiques très volatiles. C’est d’ailleurs 
à cause de leur morphologie, proche de celle des NTC, que ces matériaux ont été choisis. Deux types 
d’amiante ont été sélectionnés du fait de leurs différences en termes de diamètre et de longueur 
(cf. V.1.1). Le chrysotile (amiante blanc ; CHRY), de formule chimique Mg3Si2O5(OH)4 est la seule 
forme composant la classe des serpentines. La crocidolite (amiante bleu ; CRO), de formule chimique 
Na2Fe5Si8O22(OH)2, appartient à la classe des amphiboles. Les fibres d’amiante ont été utilisées par le 
passé pour leur qualité exceptionnelle de résistance à la chaleur et au feu, leur inertie chimique, leur 
résistance mécanique, leur imputrescibilité et leur qualité d’isolant électrique [181]. Elles ont été 
classées en 1987, par le Centre Internationale de la Recherche sur le Cancer (CIRC), parmi les 
substances cancérogènes pour l’homme. 
Le noir de fumée (lamp black en anglais) est fabriqué industriellement dans des conditions 
contrôlées. Composé principalement de carbone désorganisé, il est issu de la combustion incomplète 
d’hydrocarbures de goudron [182]. Au cours de la synthèse du noir de fumée, il se forme en premier 
lieu des particules presque sphériques, les nodules, nommées également particules primaires par les 
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fournisseurs. Ces particules, mesurant de 50 à 10 nm de diamètre, forment rapidement des agrégats, 
dont le diamètre peut atteindre 500 nm, qui s’agglomèrent généralement. Le noir de fumée est 
généralement utilisé en tant que pigment ou agent de réaction, pour fabriquer des encres d’impression, 
des laques, des plastiques, etc. 
 
V.1. Caractérisations physico-chimiques et morphologiques 
V.1.1. Amiantes 
 
Soulignons que les amiantes nous ont été fournis en quantité très limitée par Ghislaine Lacroix 
(INERIS) et que nous préférions les réserver à l’étude de leur toxicité chez des larves d’amphibien. 
Pour ces raisons, leur composition chimique n’a pas été déterminée d’après la technique utilisée pour 
les NTC et le noir de fumée, mais seulement par analyse EDX (pour Energy Dipersive X-Ray) des 
échantillons durant leurs observations en MET (tableau III.14). Alors que la crocidolite est composée 
principalement de Si (silicium) et de Fe, ainsi que de très peu de Na (sodium), le chrysotile se 
caractérise par une forte teneur massique en Si et en Mg (magnésium) et une très faible teneur 
massique en Fe. 
 
Tableau III. 14 : Composition chimique (teneur massique, en %) des amiantes utilisés pour l’essai MN (analyse 
EDX).  
Elément chimique Crocidolite Chrysotile 
Si 45,2 ± 1,3 48,0 ± 1,2 
Fe 48,4 ± 2,0 1,0 ± 1,7 
Mg -  51,0 ± 0,8 
Na 6,4 ± 0,8 - 
 
 
Il apparait clairement en MET (figure III.34) que les cristaux d’amiante forment des fibres de 
diamètre et de longueur variables, et sont arrangés en couches parallèles (figure III.34.B). Le diamètre 
moyen des fibres de crocidolite et de chrysotile, donné par le fournisseur, est respectivement 80 et 20-
30 nm. Les observations MET confirment que les fibres de crocidolite sont effectivement plus épaisses 
que celles de chrysotile. Elles mettent également en évidence le fait que les fibres d’amiante sont 
généralement regroupées parallèlement en faisceaux et que leur diamètre et leur longueur varient 
sensiblement selon la nature de l’amiante. Ainsi, alors que les faisceaux de crocidolite peuvent 
atteindre jusqu’à 1,5 µm de diamètre et plusieurs dizaines (voire plusieurs centaines) de µm, le 
diamètre et la longueur des faisceaux de chrysotile ne dépassent pas respectivement 500 nm et 
quelques µm. 
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Figure III. 34 : Images MET d’une suspension (A) de crocidolite et (B) de chrysotile à (1) faible grandissement 
(même grandissement) et (2) fort grandissement (même grandissement). 
 
 
V.1.2. Noir de fumée 
 
  
Figure III. 35 : Images MET d’une suspension de noir de fumée (même grandissement). 
 
Le noir de fumée (Flammruss CBFR101), utilisé pour les essais MN, a été fourni gracieusement 
par Degussa Evonik. D’après le résultat des analyses élémentaires (ICP-AES), il est composé 
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principalement de carbone (97,06 ± 0,50 %m), de très peu d’oxygène (0,71 ± 0,30 %m). Des éléments 
tels que le Co, le Mo et le Fe ne seraient pas présents ou seulement à l’état de traces (inférieurs à la 
limite de détection). D’après les observations réalisées en MET, le diamètre des particules du noir de 
fumée varie de 50 à 200 nm, sans qu’elles soient totalement sphériques (figure 35.A). En 
comparaison, le fournisseur donne un diamètre moyen des particules primaires de 95 nm. Par ailleurs 
elles se présentent sous forme d’agrégats ou d’agglomérats pouvant mesurer plusieurs µm. Enfin, la 
surface spécifique mesurée atteint seulement de 28 m²/g. A titre comparatif, celle donnée par le 
fournisseur est de 21 m²/g.  
 
V.2. Protocole de préparation et de renouvellement des milieux d’exposition 
 
La toxicité du noir de fumée et des amiantes a été évaluée chez les larves de xénope au cours de 
deux essais MN indépendants. Le premier a été réalisé à une large gamme de concentration de noir de 
fumée variant de 0,1 mg/L à 1000 mg/L (essai MN CB). Limité par la quantité des amiantes, seules 
trois concentrations de crocidolite (essai MN CRO) et de chrysotile (essai MN CHRY) ont été testées. 
Il s’agit de 0,1 – 1 – 10 mg/L.  
 
Des séries de TE, contenant la quantité de CB ou d’amiante nécessaire au renouvellement quotidien 
des milieux d’exposition, ont été préparées avant le début des essais MN. 
Les TE relatifs à l’essai MN CB ont été préparés directement en transférant la masse de NP 
nécessaire (entre 2,0 mg et 2,0 g) dans un tube à essai. 30 mL d’ER ont été ensuite ajoutés de manière 
à pouvoir disperser les NP avant de les transférer dans les cristallisoirs et compléter le volume final à 
2L. Ce protocole n’a pas pu être appliqué pour la concentration la plus faible testée, en raison d’une 
trop faible masse de CB à peser (0,2 mg). Les TE relatif à cette condition ont alors été préparés en 
effectuant des prélèvements sous agitation continue au bain à US dans une SM de 40 mg/L de CB. Le 
volume de ces TE a été complété à 30 mL avec de l’ER. 
En ce qui concerne les TE de l’essai MN Amiantes, ceux relatifs à la condition 10 mg/L ont été 
préparés en pesant la masse adéquate (20 mg) de crocidolite ou de chrysotile dans un tube à essai, puis 
en ajoutant 25 mL d’ER. Les TE des conditions 0,1 et 1 mg/L ont été préparés en effectuant des 
prélèvements sous agitation continue au bain à US, respectivement dans une SM de 0,1 et 1 g/L. Leur 
volume a été complété à 25 mL. 
Au cours des essais MN, un TE relatif à chaque condition a été utilisé pour renouveler 
quotidiennement les milieux d’exposition. Au cours de cette étape les NP ont été dispersées en 
immergeant les TE les uns après les autres dans un bain à US (10 min). Une fois leur contenu transféré 
dans le cristallisoir correspondant à la condition d’exposition, le volume du milieu a été ajusté 2L avec 
de l’ER (mélange par convexion des NP), avant de réintroduire les larves dans leur milieu d’exposition 
et de les nourrir. 
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V.3. Résultats : toxicité aiguë, toxicité chronique et génotoxicité 
V.3.1. Amiantes 
 
Tableau III. 15 : Résultats de toxicité aiguë (survie, %) aux termes de l’essai MN réalisé sur la crocidolite (CRO) 
et la chrysotile (CHRY). 
Conditions 
d’essai 
T- 
Concentration en CRO (mg/L) Concentration en CHRY (mg/L) 
0,1 1 10 0,1 1 10 
Survie (%) 100 100 100 100 100 100 100 
 
 
 
Figure III. 36 : Résultats (A) de toxicité chronique en termes d’inhibition de croissance (taux de croissance des 
larves, %) et (B) de génotoxicité (EMN, ‰ ; valeur médiane du nombre d’érythrocytes micronucléés pour un 
total de 1000 érythrocytes observés et intervalle de confiance à 95%) aux termes de l’essai MN réalisé sur la 
crocidolite (CRO) et la chrysotile (CHRY) (12 jours d’exposition). * : conditions d’essai pour lesquelles, en fin 
d’essai, (A) la taille moyenne des larves est significativement différente de celle du T- (P<0.05) et (B) le taux 
d’EMN est significatif. 
 
Quelque soit la nature de l’amiante et la concentration testée, aucun individu mort n’a été 
dénombré aux termes de l’essai MN Amiantes (tableau III.15). Par ailleurs, il semble que seule une 
exposition pendant 12 jours à une concentration de 10 mg/L de crocidolite induise une inhibition de 
croissance significative par rapport au T- (figure III.36A). Enfin aucune réponse génotoxique n’a été 
mise en évidence chez les larves de xénope exposées dans ces conditions aux deux amiantes étudiées 
(figure III.36B). Les larves exposées au CP (condition T+) ont fourni des réponses significatives dans 
le test, ce qui valide les résultats de génotoxicité des essais MN. 
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V.3.2. Noir de fumée 
 
Tableau III. 16 : Résultats de toxicité aiguë (survie, %) aux termes de l’essai MN CB. 
Conditions 
d’essai 
T- 
Concentration en CB (mg/L) 
0, 1 0,5 1 0,5 1 5 10 50 100 500 1000 
Survie (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
 
 
 
Figure III. 37 : Résultats (A) de toxicité chronique en termes d’inhibition de croissance (taux de croissance des 
larves, %) et (B) de génotoxicité (EMN, ‰ ; valeur médiane du nombre d’érythrocytes micronucléés pour un 
total de 1000 érythrocytes observés et intervalle de confiance à 95%) aux termes de l’essai MN CB (12 jours 
d’exposition). * : conditions d’essai pour lesquelles, en fin d’essai, (A) la taille moyenne des larves est 
significativement différente de celle du T- (P<0.05) et (B) le taux d’EMN est significatif. ND : résultat non 
disponible car les larves n’ont pas été ponctionnées. 
 
Après 12 jours d’exposition à une large gamme de concentrations en noir de fumée, allant de 
0,1 mg/L à 1 g/L, aucune mortalité (tableau III.16) ni de réponse génotoxique (figure III.37.B) n’a 
été mise en évidence chez les larves de xénope. En revanche, une inhibition de croissance 
significative, par rapport à la condition T-, a été observée chez les larves exposées à une concentration 
en noir de fumée supérieure ou égale à 5 mg/L (figure III.37.A). 
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Les résultats obtenus suite à l’exposition des larves à 1 ou 5 mg/L de noir de fumée (conditions 
d’exposition CB1 ou CB5) ont été vérifiés aux termes d’un nouvel essai MN incluant les conditions 
contrôles (T- et T+), deux conditions CB1 et deux conditions CB5. Cet essai confirme les résultats 
obtenus dans le cadre du premier. 
 
 
V.4. Observations macroscopiques 
 
Des excréments, de forme allongée mais de couleur et de longueur différentes de ceux présents 
dans les cristallisoirs relatifs aux conditions T-, sont apparus après quelques heures d’exposition au 
fond des cristallisoirs relatifs aux milieux d’exposition aux amiantes et au noir de fumée 
(figure III.38). D’une part, ceux produits par les larves exposées à la crocidolite et à la chrysotile sont 
respectivement de couleur bleue et de couleur blanche. Ils sont généralement plus longs que ceux 
produits par les larves de la condition T- (figure III.38.A et B, estimation visuelle). D’autre part, les 
excréments visibles au fond des cristallisoirs, dans lesquels sont exposées les larves au noir de fumée, 
sont noirs et présentent des longueurs et des diamètres variables (figure III.38.C, estimation visuelle). 
 
  
 
 
Figure III. 38 : Présence, au fond des milieux 
d’exposition (B) aux amiantes (crocidolite) et (C) au 
noir de fumée, de déjections de couleur et de longueur 
différentes (flèches noires) de celles composant (A) le 
milieu de contrôle T- (flèches blanches). La flèche 
noire en pointillés met en évidence l’excrétion de 
fibres de crocidolite ingérées par une larve de xénope. 
 
Thèse de doctorat – F. Bourdiol 
139 
T- 
 
Concentration en crocidolite (mg/L) 
0,1 1 10 
   
Concentration en chrysotile (mg/L) 
0,1 1 10 
   
 
Figure III. 39 : Observation sous loupe binoculaire de larves à la fin de l’essai MN Amiantes. 
 
 
T- 
 
Concentration en CB (mg/L) 
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Figure III. 40 : Observation sous loupe binoculaire de larves à la fin de l’essai MN MWNT-g1. 
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Enfin, l’observation sous loupe binoculaire des larves à la fin des essais MN a révélé que celles 
exposées à la crocidolite, au chrysotile et au noir de fumée avaient respectivement l’intestin teinté de 
bleu (figure III.39.A), de blanc (figure III.39.B) et de noir (figure III.40). 
L’ensemble de ces observations met donc en évidence l’ingestion et l’excrétion par les larves de 
xénope de particules d’amiante et de noir de fumée. 
 
Les observations réalisées sous loupe binoculaire n’ont pas révélé la présence d’amas d’amiantes 
ou de noir de fumée au niveau des corbeilles branchiales des larves (figures III.39 et 40). Pourtant 
lors de l’essai MN CB, nous avons pu observer que les larves se déplaçaient dans la couche de 
particules déposées au fond des cristallisoirs relatifs aux plus fortes concentrations d’exposition 
(figure III.41). 
 
  
Figure III. 41 : Larves de xénope (flèches blanches) exposées à une forte concentration en noir de fumée. 
 
 
V.5. Discussion 
 
D’après les essais MN réalisés à partir de DWNT bruts et MWNT bruts, aucune toxicité aiguë 
significative et aucune génotoxicité significative n’ont été mises en évidence chez les larves exposées, 
pendant 12 jours, à une concentration comprise entre 0,1 et 50 mg/L de NTC. En revanche, la présence 
de MWNT bruts et les DWNT bruts semble induire une toxicité chronique significative 
respectivement dès 25 mg/L et dès 10 mg/L. Les effets observés pourraient être liés, au moins en 
partie à l’ingestion de NTC qui créerait une perturbation du transit intestinal et/ou un déficit en 
nutriments. 
Nous avons étudié la toxicité d’autres matériaux en réalisant des essais biologiques dans des 
conditions similaires, afin d’établir une comparaison avec les réponses biologiques des larves 
exposées aux NTC. Ces matériaux induisent-ils une inhibition de croissance significative chez les 
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larves exposées dans les mêmes conditions ? Les effets toxiques mettent-ils en évidence une toxicité 
mécanique des particules ingérée par les larves ? Est qu’un de ces matériaux peut servir de substance 
de référence à la toxicité chronique des NTC ? Pour ce faire nous avons choisi de nous intéresser à 
deux types d’amiante, la crocidolite et la chrysotile, ainsi qu’au noir de fumée. 
 
Les amiantes ont été choisies pour leur analogie morphologique par rapport aux NTC. Les cristaux 
d’amiante forment en effet des fibres de diamètre et de longueur variables, généralement regroupés en 
faisceaux. La longueur des fibres de crocidolite est comparable à celle des DWNT, alors que la 
longueur des fibres de chrysotile est plus proche de celle des MWNT. Les fibres d’amiante semblent 
néanmoins plus rectilignes et rigides que les NTC. De plus, leur diamètre est très largement supérieur 
à celui des NTC, et particulièrement celui des DWNT. Enfin, alors que les NTC sont composés 
principalement de C, les fibres de crocidolite sont constituées de Si et de Fe, celles de chrysotile de Si 
et de Mg. 
Quant au noir de fumée, il a été retenu en raison de sa composition chimique et ses dimensions. Il 
se compose en effet principalement de carbone, au même titre que les NTC, mais sous forme 
désorganisé, alors que le carbone désorganisé est considéré comme un sous-produit de synthèse des 
NTC. Par ailleurs, les particules de noir de fumée sont presque sphériques et mesurent entre 50 et 200 
nm (en moyenne 95 nm). De manière similaire aux NTC, elles se présentent surtout sous forme 
d’agglomérats pouvant atteindre plusieurs µm. Enfin, il convient de noter que la surface spécifique du 
noir de carbone est seulement de 21 m²/g, soit 17 fois moins que les MWNT et 47 fois moins que les 
DWNT. 
D’une manière générale, les amiantes et le noir de fumée sont, à l’image des NTC, des matériaux 
hydrophobes, qui tendent à sédimenter dans l’eau. Le protocole de dispersion physique, utilisé pour 
préparer les TE nécessaires au renouvellement quotidien des milieux d’exposition des essais MN 
Amiantes et CB, diffère de celui appliqué dans le cadre des essais MN NTC bruts. En effet, seul un 
bain à US, développant moins de puissance qu’une sonotrode, a été utilisé. Soulignons cependant que 
les propriétés de dispersion des amiantes et du noir de fumée semblent plus importantes que celles des 
NTC. 
 
Les résultats des essais MN réalisés à une large gamme de concentrations en noir de fumée 
(0,1 mg/L à 1 g/L) et à une gamme plus réduite de concentration en amiante (0,1 – 1 – 10 mg/L) 
indiquent que, dans les conditions d’exposition, ces matériaux n’induisent pas de toxicité aiguë et ne 
sont pas génotoxiques. En revanche, une inhibition de croissance des larves a été observée à partir de 
5 mg/L de noir de fumée et à 10 mg/L de crocidolite. La reproductibilité des résultats relatifs à 
l’exposition des larves à 5 et 10 mg/L de noir de fumée a été vérifiée dans les mêmes conditions 
d’essai. 
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Des observations macroscopiques, effectués pendant et à la fin des essais MN, ont permis de mettre 
en évidence l’ingestion et l’excrétion de particules d’amiante et de noir de fumée, qui pourraient 
expliquer au moins en partie les effets de toxicité chronique observés. Par contre, ces mêmes 
observations ne permettent pas de statuer quant à la présence de particules au niveau des corbeilles 
branchiales des larves et donc sur l’effet d’un colmatage partiel de ces organes. 
 
Au vu des caractérisations et de l’ensemble des résultats, nous avons montré que des particules 
naturelles, telles que les fibres d’amiante, ou des particules carbonées manufacturées, telles que celles 
de noir de fumée, pouvaient aussi induire une inhibition de croissance après avoir été ingérées par des 
larves exposées à une concentration suffisamment élevée (plusieurs mg/L). D’une part, les résultats 
obtenus dans le cadre des essais MN NTC bruts pourraient donc se généraliser à d’autres matériaux. 
D’autre part, cette étude renforce notre hypothèse quant au lien entre la toxicité mécanique des 
particules ingérées et les effets de toxicité chronique observés. Enfin, nous pouvons proposer la 
concentration 5 mg/L de noir de fumée comme condition de référence à la toxicité chronique, dans le 
cadre d’essais MN réalisés à partir de NTC chez les larves de xénope. 
 
 
VI. Discussion générale et conclusion  
 
Les travaux présentés dans ce mémoire et celui de P. Landois comprennent l’évaluation de la 
toxicité de MWNT et de DWNT effectuée par le biais d’essais MN au cours desquels les larves ont été 
exposées, pendant 12 jours, en conditions semi-statiques, à des suspensions de NTC. Deux scénarios 
d’exposition ont pu être étudiés en préparant les milieux d’exposition à partir de suspensions de NTC 
bruts ou dispersés en présence d’un polymère biocompatible (CMC ou GA). Nous avons travaillé à 
une gamme de concentrations qui comprend, d’une part, de faibles concentrations en NTC (0,1 et 
1 mg/L), comparables à celles auxquelles sont généralement exposés les organismes modèles 
aquatiques [88], [96], [113], [115], mais très supérieures à celles estimées par Gottshalk et al. [69], et 
d’autre part, des concentrations susceptibles d’être retrouvées dans le milieu aquatique au niveau d’un 
point de rejet de nature accidentelle, par exemple, avec de fortes concentrations d’exposition (10 et 
50 mg/L). Le tableau III.18 compare, en fonction des différents scénarios d’exposition étudiés, le 
niveau de toxicité des NTC selon les trois critères biologiques évalués (toxicités aiguë, chronique et 
génétique), le temps qui s’est écoulé entre l’introduction des larves et l’observation de la 
déstabilisation des suspensions, ainsi que les concentrations d’exposition à partir desquelles des NTC 
ont été observés (sous loupe binoculaire) dans l’intestin et au niveau des corbeilles branchiales. 
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Tableau III. 17 : Bilan des résultats et observations visuelles relatifs aux essais MN menées sur des suspensions 
de NTC (DWNT ou MWNT) bruts ou dispersés en présence de CMC ou de GA, chez les larves de xénope. Ceux 
relatifs aux essais DWNT bruts et DWNT+GA ont été obtenus au cours de la thèse de P. Landois [140], [105]. 
« ++ » : Stimulation significative de la croissance ; NS : effets non significatifs quelque soit la concentration en 
NTC étudiée. 
  
NTC bruts 
NTC dispersés en présence de … 
CMC GA 
MWNT Toxicité aiguë 
(mortalité significative) 
50 mg/L ≥ 10 mg/L 
 
50 mg/L 
 Toxicité chronique (inhibition de 
croissance significative) 
≥ 25 mg/L ≥ 10 mg/L ≥ 10 mg/L 
++ : 0,1 et 1 mg/L 
 Génotoxicité significative NS 1-10 mg/L NS 
 Déstabilisation des suspensions quelques minutes quelques heures quelques heures 
 Présence de NTC (amas noirs) : 
dans l’intestin 
 
≥ 0,1 mg/L (effet-dose, intestins gris clair à noirs) 
au niveau des branchies Non visible ≥ 1 mg/L ≥ 1 mg/L 
DWNT Toxicité aiguë 
(mortalité significative) 
NS NS NS 
 Toxicité chronique (inhibition de 
croissance significative) 
≥ 10 mg/L ≥ 10 mg/L ≥ 10 mg/L 
 Génotoxicité significative NS NS 1 mg/L 
 Déstabilisation des suspensions quelques minutes quelques heures quelques  heures 
 Présence de NTC (amas noirs) : 
dans l’intestin 
 
≥ 0,1 mg/L (effet-dose, intestins gris foncé à noirs) 
au niveau des branchies ≥ 0,1 mg/L ≥ 0,1 mg/L ≥ 0,1 mg/L 
 
Concernant l’évaluation de la toxicité des DWNT et des MWNT bruts, les suspensions utilisées 
pour le renouvellement des milieux d’exposition n’ont subi qu’une dispersion physique ; à savoir une 
dispersion au bain à US puis à l’UT pour les DWNT et une dispersion à l’UT, puis à la sonotrode et 
enfin au bain à US pour les MWNT. D’après les observations MET et les analyses en spectroscopie 
Raman, l’étape d’ultrasonication, qui constitue celle pendant laquelle les NTC sont soumis aux plus 
fortes contraintes, ne semble pas endommager de façon significative les MWNT. 
L’application de ces méthodes physiques à des suspensions aqueuses de DWNT et de MWNT 
permet la dispersion de ces NTC (désagglomération et individualisation partielle). Néanmoins elle 
n’aboutit pas à la stabilisation des suspensions pendant une durée minimale de 24h, qui correspond au 
temps écoulé entre deux renouvellements des milieux d’exposition selon le test MN normalisé chez 
l’amphibien (exposition en conditions semi-statiques). La vitesse de décantation dans les milieux 
d’exposition (et donc en présence de larves) est telle que les phénomènes de réagglomération et de 
sédimentation sont visibles au bout de quelques minutes seulement (tableau III.17). Durant les essais 
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MN, les NTC sont donc principalement localisés au fond des cristallisoirs, sous forme d’agglomérats. 
Du fait de leur comportement alimentaire, les larves de xénope sont donc exposées majoritairement 
voire exclusivement à des NTC qui se présentent sous forme d’agglomérats, et ce lorsqu’elles se 
nourrissent. 
 
La présence d’amas noirs a été mise en évidence dans l’intestin des larves par simple observation 
macroscopique sous loupe binoculaire (x10). Des observations réalisées au MET et des analyses en 
spectroscopie Raman ont confirmé la présence de DWNT ou de MWNT dans la lumière intestinale. A 
en juger par la variation de l’intensité d’assombrissement de leur intestin, la quantité de NTC présents 
dans cet organe augmente avec la concentration en DWNT ou en MWNT dans le milieu d’exposition. 
Nous reviendrons en détail sur ce point dans la partie consacrée au développement d’une nouvelle 
technique de dosage des DWNT dans des matrices biologiques, utilisant les propriétés diélectriques 
des NTC (cf. Chapitre V). De plus, il semble que pour une même concentration en NTC, l’intestin des 
larves exposées à des DWNT soit plus sombre et contienne donc davantage de NTC que celui des 
larves exposées à des MWNT (tableau III.17). Ceci pourrait tenir à leur différence de densité liée à 
leur nombre de parois (tableau III.18) qui impose que, pour une même concentration massique en 
NTC, la quantité en termes de nombre de particules de DWNT est 25 fois supérieure à celle des 
MWNT. 
 
Tableau III. 18 : Caractéristiques physico-chimiques des MWNT fournis par Arkema-France (sauf surface 
spécifique et analyses élémentaires) et des DWNT synthétisés suivant le cycle classique de CCVD (cf. Chapitre 
II, I.2.1) à partir de la poudre de catalyseur préparée par combustion citrique. ND : donnée non renseignée ; * en 
plus des éléments analysés, il est admis que les NTC contiennent un peu d’oxygène. 
 DWNT (CCVD « classique ») MWNT Arkema-France 
Nombre de parois 1 (15% SWNT), 2 (80% DWNT), >3 
(5% MWNT) [140] 
5 à 15 (100% MWNT) [34] 
Longueur (µm) 1 à 100 ou plus [140] 0,1 à 10 [34] 
Diamètre externe (nm) 1 à 3 [140] Jusqu’à 20 
(en moyenne 12 ; [34]) 
Surface spécifique (m
2
/g) 980 270 
ID/IG (spectroscopie Raman) 0,24 ± 0,05 1,67 ± 0,05 
Granulométrie ND 50 % [400-500 µm] 
0,5% < 10 µm [140] 
Teneur massique* 
(%) 
C 92,13 ± 0,46 
3,00 ± 0,15 
ND 
0,90 ± 0,04 
0,040 ± 0,004 
94,6 ± 1,89 
ND 
1,32 ± 0,07 
0,079 ± 0,008 
0,85 ± 0,04 
Co 
Al 
Mo 
Fe 
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Nous avons pu constater, par observation sous loupe binoculaire, la présence d’amas noirs au 
niveau des corbeilles branchiales de larves exposées aux DWNT, et ce quelque soit la concentration 
d’exposition. De tels amas, supposés correspondre à des NTC retenus par les branchies, ne sont en 
revanche pas visibles au niveau des larves exposées aux MWNT. Nous n’excluons cependant pas leur 
présence dans ce cas, mais soit en plus faible quantité, soit sous une forme qui ne les rend pas 
observables à l’échelle macroscopique. Plusieurs paramètres, tels que leur longueur, la morphologie 
des agglomérats, leur surface spécifique et bien sûr leur densité (tableau III.18), peuvent expliquer 
ces différences. Ainsi les DWNT sont plus longs que les MWNT, les premiers forment des faisceaux 
dont la surface spécifique est presque 4 fois plus importante que celle des pelotes de MWNT formées 
suite à leur enchevêtrement et enfin le nombre de NTC contenus dans une suspension de 10 mg/L de 
DWNT équivaut à celui contenus dans une suspension de 250 mg/L de MWNT. 
 
L’exposition à une gamme de concentrations en DWNT bruts ou MWNT bruts comprises entre 0,1 
et 50 mg/L ne semble entrainer qu’une mortalité non significative (par rapport au T-) chez les larves 
exposées à 50 mg/L de DWNT, alors qu’elle est significative (par rapport au T-) chez celles exposées 
à 50 mg/L de MWNT. Par ailleurs, une inhibition de croissance significative a été observée chez des 
larves exposées à une concentration supérieure ou égale à 25 mg/L de MWNT et seulement dès 
10 mg/L de DWNT. Ces observations pourraient être liées au colmatage partiel des branchies et à 
l’ingestion de NTC, entrainant respectivement la perturbation des échanges gazeux (hypoxie) et une 
perturbation du transit intestinal (déficit en nutriments). L’évaluation de la toxicité de fibres d’amiante 
et de particules de noir de fumée conforte l’hypothèse d’une toxicité mécanique des NTC ingérés. En 
effet, ces matériaux présentent des effets toxiques comparables à ceux des NTC bruts, notamment en 
termes de toxicité chronique, et sont également ingérés et excrétés par les larves de xénope au cours de 
leur exposition. Par ailleurs, l’internalisation des NTC n’a pas été mise en évidence. Les DWNT et les 
MWNT auraient en commun d’agir (du moins en partie) de façon indirecte et mécanique, mais 
présenteraient un seuil de toxicité différent. Le fait que les DWNT soient plus toxiques à moyen terme 
que les MWNT pourrait résulter des caractéristiques physico-chimiques propres à chacun et/ou tout 
simplement de leur différence de densité, qui implique que, pour une même concentration massique, la 
quantité de DWNT est 25 fois supérieure à celle de MWNT. 
Enfin, aucun effet génotoxique n’a été observé chez les larves exposées à une concentration en 
NTC bruts comprise entre 0,1 et 50 mg/L. Il se pourrait cependant que la toxicité chronique induite 
aux fortes concentrations masque la génotoxicité, puisque l’induction de MN est assujettie à l’activité 
mitotique. 
 
Nous nous sommes inspirés des travaux de Landois pour développer un protocole de 
renouvellement des milieux d’exposition combinant des méthodes de dispersion physique, appliquées 
d’ailleurs à la préparation des suspensions de MWNT bruts dans le cadre d’un essai MN, et la 
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fonctionnalisation non-covalente d’un agent dispersant. En prévision de la réalisation de bioessais, 
deux agents dispersants biocompatibles (la GA, polymère naturel, et la CMC, polymère de synthèse) 
ont été utilisés en concentration non toxique pour les larves de xénope. 
L’incorporation d’un agent dispersant avant l’application d’un protocole de dispersion physique 
aux suspensions de DWNT ou de MWNT s’est révélé indispensable pour stabiliser les suspensions au 
moins pendant 24h. En effet, après une diminution préliminaire de la taille des agglomérats de NTC à 
l’UT, l’ultrasonication (utilisation d’une sonotrode) des suspensions de NTC préparées à partir d’une 
solution aqueuse d’agent dispersant  fournirait l’énergie nécessaire au système pour désagglomérer les 
NTC et les individualiser au moins partiellement. La surface de NTC disponible se verrait donc 
accrue, favorisant l’adsorption de l’agent dispersant. La fonctionnalisation non-covalente des NTC 
avec un de ces polymères créerait des forces de répulsion stérique empêchant (ou tout du moins 
freinant significativement) la réagglomération et la sédimentation des NTC, et permettant de maintenir 
en suspension les NTC individualisés et les agglomérats de taille réduite. Soulignons que le protocole 
de dispersion mis au point et utilisé pour réaliser les essais MWNT+GA, MWNT+CMC et 
DWNT+CMC est plus efficace en l’absence de larves que le premier protocole développé par Landois 
et utilisé pour réaliser le premier essai DWNT+GA. Il est également au moins aussi efficace (manque 
de données chiffrées pour comparer), mais surtout plus pratique et rapide à mettre en œuvre 
(notamment lors du renouvellement des milieux d’exposition) que le deuxième protocole appliqué au 
cours du deuxième essai DWNT+GA. 
 
L’introduction des organismes dans le milieu provoque cependant la déstabilisation des 
suspensions de DWNT et MWNT ainsi préparées. Avant renouvellement des milieux d’exposition, il 
est impossible de faire la distinction entre les conditions de NTC dispersés en présence ou en l’absence 
d’agent dispersant. Quelque soit le protocole de dispersion, les larves de xénope ont donc été exposées 
à des agglomérats de NTC ayant sédimenté au fond des cristallisoirs, qu’elles ingèrent comme 
l’attestent les observations effectuées. Leur agglomération et leur sédimentation ont cependant pu être 
significativement ralenties grâce à l’ajout de l’étape de fonctionnalisation non covalente à l’aide d’un 
agent dispersant. Au cours des essais MN NTC dispersés, les larves ont donc été également exposées à 
des NTC individualisés et des agglomérats de taille réduite en suspension dans la colonne d’eau. 
 
La modification de la répartition verticale des DWNT dans les milieux d’exposition et l’interaction 
avec des NTC en suspension ne semblent pas moduler significativement les réponses biologiques, sauf 
dans le cas particulier d’une faible concentration en DWNT dispersés à l’aide de GA qui induit un 
effet génotoxique mesurable. Il pourrait être la résultante d’une potentialisation de la toxicité des 
DWNT en présence de cet agent dispersant, qui ne pourrait pas être mise en évidence à de plus fortes 
concentrations en raison de la toxicité chronique induite. 
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Dans le cas des MWNT, la modulation des réponses biologiques semble plus complexe. Leur 
niveau de toxicité semble à la fois dépendre du protocole de dispersion utilisé (i.e. présence ou 
absence d’agent dispersant lors de la dispersion physique des MWNT, qui conduit à la préparation de 
milieux d’exposition constitués respectivement d’une suspension de MWNT dispersés et d’une 
suspension de MWNT bruts) et de la nature du polymère (GA ou CMC). 
Nous ne pouvons statuer quant à la variation des capacités d’ingestion, ni celle des taux d’ingestion 
et d’excrétion des MWNT, mais il serait intéressant de mener une étude adéquate permettant de savoir 
si ces paramètres différent selon l’état de dispersion initial des NTC. Par ailleurs, les observations sous 
loupe binoculaire ont permis de mettre en évidence la présence d’amas noirs au niveau des corbeilles 
branchiales de larves exposées à partir de 1 mg/L de MWNT dispersés à l’aide GA ou de CMC, alors 
qu’ils n’étaient pas visibles chez les larves exposées aux MWNT bruts. L’interaction des larves avec 
des MWNT dispersés et en suspension dans la colonne pourrait accroitre le phénomène de colmatage 
des branchies et par là même celui d’hypoxie. Nous ne disposons d’aucun élément affirmant/infirmant 
que ces NTC puissent franchir les barrières naturelles intestinales et branchiales. 
L’intensification des effets mécaniques des MWNT (perturbation des échanges gazeux, 
ralentissement voire blocage du transit intestinal, compétition avec les nutriments) expliquerait que la 
toxicité chronique des MWNT dispersés s’exprime à partir d’une concentration plus faible (10 mg/L) 
que celle des MWNT bruts (25 mg/L). Cette hypothèse est également avancée pour justifier que le 
taux de mortalité des larves exposées aux MWNT dispersés en présence de CMC soit 
significativement supérieur à celui de larves exposées à des MWNT bruts. L’assimilation (au moins 
partielle) d’un sucre naturel complexe tel que la GA pourrait représenter une source non négligeable 
d’énergie et jouerait un double rôle. Il permettrait de favoriser de façon significative la croissance des 
larves en présence d’une faible concentration en MWNT (e.g. 0,1 et 1 mg/L) et de rabaisser le taux de 
mortalité des larves à celui obtenu en l’absence d’agent dispersant. 
Alors que l’exposition aux MWNT bruts et séparément à 50 mg/L de CMC ne permet pas de 
révéler des effets génotoxiques mesurables, nous avons observé une induction significative de MN 
chez les larves exposées à 1 et 10 mg/L de MWNT dispersés en présence de 50 mg/L de CMC. Il se 
peut que les effets génotoxiques ne puissent être mesurés à 50 mg/L de MWNT+CMC, en raison de 
l’intoxication des larves. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer l’expression de 
génotoxicité dans ces cas particuliers, dont celle de la potentialisation de la toxicité des NTC en 
présence de CMC. Une seconde a été émise suite à l’observation de l’absence de la génotoxicité chez 
les larves exposées aux mêmes concentrations en MWNT mais dispersés en présence de GA, sucre 
dont les effets antioxydants ont été rapportés. L’expression de génotoxicité pourrait résulter d’un effet 
indirect des MWNT piégés au niveau des branchies, caractérisé par exemple par l’apparition de stress 
oxydant et pouvant aller jusqu’à la création de dommages à l’ADN non réparables au niveau des 
érythrocytes de xénope. Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour affirmer/infirmer 
l’existence de tels effets et comprendre l’action indirecte des MWNT et le rôle de la GA. 
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Il émane de cette étude que la nature et la répartition des NTC influencée par la présence de 
dispersants naturels présents dans le milieu aquatique et eux-mêmes de natures diverses (i.e. mélange 
d'acides aminés, de substances humiques, de protéines, de lipides, etc.) conditionnent l’interaction des 
NTC avec les organismes aquatiques et les processus toxiques engagés. L’essai MN permet d’évaluer 
des dommages non réparables à l’ADN induits au niveau des érythrocytes. Il serait intéressant 
d’évaluer ces dommages au niveau d’autres cellules nucléées, ainsi que ceux potentiellement 
réparables (essai comète) et mesurer également l’induction de stress oxydant. 
 
En ce qui concerne la caractérisation des suspensions et des milieux d’exposition, ainsi que la 
localisation des NTC au sein des échantillons biologiques, nous nous sommes heurtés à plusieurs 
difficultés techniques. 
La détermination de la concentration en NTC via la mesure de DO semble être une méthode 
efficace pour étudier la stabilité des suspensions dans le temps, notamment dans le cadre de la mise au 
point d’un protocole de dispersion. Compte tenu des variations de mesure obtenues et attribuées à la 
présence de nourriture dans les milieux d’exposition, il n’est malheureusement pas concevable de 
l’appliquer à des milieux naturels du fait de leur complexité (e.g. présence de particules diverses 
augmentant la turbidité de l’eau). Leur dosage en milieu naturel reste donc encore un défi. 
La répartition en taille des agglomérats de MWNT en suspension dans une solution de CMC ou de 
GA a été étudiée par analyses DLS, avant introduction des larves. Elle ne semble pas significativement 
différente. Cependant, cette étude mériterait d’être approfondie en utilisant des techniques plus 
adaptées à des échantillons polydispersés et composés de particules non sphériques. Il serait 
intéressant de développer l’analyse par MALS (diffusion de la lumière à plusieurs angles ou Multi-
Angle Light Scattering) des agglomérats de NTC en la couplant à la technique FFF (fractionnement 
par couplage Flux-Force) qui permettrait le fractionnement des échantillons en taille. 
De nombreux chercheurs se réfèrent aux observations microscopiques (MEB, MET) pour mesurer 
la taille des agglomérats de NTC. Nous tenons cependant à insister sur les risques de modification de 
la forme et/ou de la taille des agglomérats pouvant être induits par le séchage des suspensions (étape 
préalable aux observations). Nous avons par ailleurs mis en évidence une contamination des coupes 
UF d’intestin due à l’entrainement des MWNT par le couteau en diamant. Nous recommandons donc 
d’interpréter avec précaution les analyses (e.g. MET, spectroscopie Raman) d’échantillons biologiques 
réalisées à partir de coupes préparées à l’aide d’un ultramicrotome. La cryo-microscopie électronique, 
préservant l’organisation interne de l’échantillon, et en particulier l’observation de fractures et non de 
coupes, pourrait constituer une technique alternative permettant de palier à ces biais expérimentaux. 
Les techniques de MET et de spectroscopie Raman ont permis de confirmer la présence de NTC 
dans la lumière intestinale des larves et donc leur ingestion par ces organismes. Cependant, elles 
nécessitent l’utilisation de techniques de préparation pointues, longues et pouvant aboutir à des erreurs 
d’analyses (artefacts liés à une contamination de l’échantillon). Elles sont également limitées en 
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termes de sensibilité. En effet, il est particulièrement difficile de localiser des NTC au sein d’une 
matrice biologique car composée elle aussi majoritairement de carbone. L’application de la 
spectroscopie Raman à la localisation des NTC au sein d’échantillons biologiques se révèle d’autant 
moins efficace que la qualité structurale des NTC est mauvaise, qu’ils sont isolés et que la 
concentration en polymère (utilisé comme agent dispersant) est importante. Nous ne sommes donc 
toujours pas en mesure de statuer quant au passage des NTC au travers des barrières naturelles et leur 
biodistribution dans les organismes exposés. Des pistes d’études, permettant une analyse en volume et 
non en coupe des échantillons, ont été exploitées pour répondre à cette problématique. Les résultats 
sont présentés dans le chapitre V. 
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 Chapitre IV : Présence simultanée de DWNT et de Pb(II) dans le milieu : 
influence sur les réponses biologiques des larves de xénope 
 
I. Introduction 
 
Le plomb (Pb), un métal lourd non essentiel pour les organismes, constitue un contaminant 
environnemental avéré. De nombreuses études rapportent les mécanismes et les effets toxiques du 
Pb(II) chez l’homme (données obtenues en conditions de laboratoire ou d’après des études cliniques) 
et chez des organismes modèles tels que les poissons, les oiseaux et les mammifères. 
Comparativement très peu de données sont disponibles vis-à-vis des amphibiens [183]. Il perturberait 
de nombreuses fonctions biochimiques [184], physiologiques [185], [186], et comportementales [187] 
chez les amphibiens. Les seuils de toxicité induisant des effets létaux (mortalité [188], [189], [190]) ou 
sublétaux (e.g. inhibition de croissance [189], [191] et tératogénèse [188], [192]) peuvent varier 
sensiblement d’une espèce à l’autre et selon les stades de développement considérés (embryonnaire, 
larvaire, juvénile, adulte). Les effets toxiques sont généralement attribués à la présence des cations 
Pb
2+
 dans le milieu d’exposition, qui sont absorbés principalement par voies cutanée et branchiale 
[193]. Une fois absorbés, ils transitent par la circulation sanguine et sont distribués dans l’ensemble de 
l’organisme, où ils peuvent exercer des effets délétères si l’efficacité des mécanismes de détoxification 
n’est pas suffisante. 
L’étude décrite dans ce chapitre porte sur l’évaluation de la toxicité de NTC et du Pb(II), chez les 
larves de xénope exposées simultanément à ces NTC et ce contaminant environnemental dont les 
effets toxiques chez la larve de xénope ont été mis en évidence auparavant par Mouchet et al. [194]. 
Or, l’exposition simultanée (ou co-exposition) des organismes à deux substances/matériaux toxiques 
peut modifier l’expression de leur toxicité, résultant soit d’un synergisme soit d’un antagonisme entre 
les deux éléments considérés, phénomènes caractérisés par l’induction respectivement d’une 
amplification ou d’une diminution, voire une quasi-disparition, de leur toxicité [195]. Par ailleurs, il 
n’est pas exclu que des phénomènes d’adsorption du Pb(II) par les NTC se produisent et puissent 
contribuer à la modulation des réponses toxiques. Afin de maximiser les phénomènes potentiels 
d’adsorption, nous avons choisi de travailler avec des DWNT synthétisés par CCVD au CIRIMAT (cf. 
Chapitre II, II.1 et II.2.1) qui présentent une plus grande surface spécifique que les MWNT fournis par 
Arkema-France. 
Les conditions d’exposition des larves de xénope ont donc été définies de manière à répondre aux 
questions suivantes : i) la co-exposition des larves de xénopes aux DWNT et au Pb(II) conduit-elle à la 
modulation des effets toxiques précédemment observés au laboratoire en présence de uniquement de 
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DWNT bruts [105] ou de Pb(II) [194] ? ; ii) si tel est le cas, observe-t-on une potentialisation ou une 
réduction de ces effets aux concentrations étudiées ? 
Ce travail avait déjà été initié dans le cadre de la thèse de Doctorat de Périne Landois [140]. Au vu 
des résultats obtenus (tableau V.1), Landois a avancé qu’un effet de synergie entre une relativement 
faible concentration (0,1 mg/L) en DWNT et la même concentration en Pb(II) pouvait expliquer 
qu’une génotoxicité significative (par rapport au T-) ait été mise en évidence chez les larves, alors 
qu’aucune génotoxicité significative n’avait été mise en évidence chez les larves exposées uniquement 
à 0,1 mg/L de Pb(II) ou 0,1 mg/L de DWNT.  
Cependant, Landois précise que dans ces expérimentations, le taux de croissance et l’index 
mitotique des larves se sont révélés anormalement faibles, ne permettant pas de conclure 
définitivement quant à l’expression de la toxicité chronique et de la génotoxicité observés au cours de 
ces essais. 
 
Tableau IV. 1 : Résultats de toxicité aiguë (mortalité, %), de toxicité chronique (taux de croissance, %) et de 
génotoxicité (EMN, ‰) chez les larves de xénope exposées uniquement aux DWNT bruts ou au Pb(II) ou 
simultanément aux DWNT et au Pb(II). Résultats obtenus au cours de la thèse de Landois [140]. NS : effets non 
significatifs quelque soit la concentration en DWNT et/ou en Pb(II) ; 
++
 : taux de croissance significativement 
supérieur à celui des larves de la condition T-. 
 Conditions d’exposition auxquelles les effets sont significatifs par rapport au T- 
 Exposition aux DWNT Exposition au Pb(II) Co-exposition aux DWNT et au Pb(II) 
Toxicité aiguë NS NS 10 mg/L+ 30 mg/L 
Toxicité 
chronique 
0,1 mg/L
++ 
10 mg/L 
30 mg/L 0,1 mg/L + 0,1 mg/L
++ 
0,1 mg/L + 30 mg/L 
10 mg/L + 0,1 mg/L 
10 mg/L + 1 mg/L 
10 mg/L + 30 mg/L 
Génotoxicité NS NS 0,1 mg/L + 0,1 mg/L 
 
De manière générale, la spéciation des éléments chimiques, tels que le Pb(II), en milieu aqueux, 
dépend principalement du pH, de la température et de la force ionique, définie par la composition 
chimique et les concentrations ioniques du milieu. Ainsi, en présence d’anions, tels que les ions 
carbonates (CO3
2-
), les ions Pb
2+
 sont soumis à des phénomènes de complexation et, lorsque le seuil de 
solubilité du Pb(II) est atteint, le complexe précipite. L’ajout de Pb(II) à l’ER conduit donc à une 
modification des espèces chimiques en présence, afin qu’un équilibre thermodynamique soit rétabli. 
De plus, les larves de xénope présentes dans le milieu d’exposition sont amenées à modifier le pH, par 
le biais du rejet de CO2 (respiration), d’échanges d’ions par voie cutanée, d’absorption et d’ingestion 
d’eau, d’excrétions (rejets de composés organiques solides et liquides), etc. La présence des larves 
pourrait donc avoir une influence sur la spéciation du Pb(II) et donc sur la concentration en Pb(II) 
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biodisponible dans le milieu. Des phénomènes d’adsorption du Pb(II) à la surface des larves, des 
DWNT et de la matière organique (MO) en présence, ainsi que sur les parois en verre des cristallisoirs, 
peuvent également interférer avec les phénomènes décrits précédemment. 
Les NTC, quant à eux, présentent une importante capacité d’adsorption des composés chimiques, 
tels que les cations divalents [196], [197], [198] (dont Pb
2+
 [199], [200], [201]), les produits 
pharmaceutiques [202] et les HAP (hydrocarbures aromatiques polycycliques) [203]. Des recherches 
sont d’ailleurs menées pour optimiser l’adsorption par les NTC de tels polluants environnementaux, 
notamment dans des perspectives d’amélioration du traitement des eaux usées et de l’eau potable. 
Cette propriété d’adsorption serait due à leur importante surface spécifique et à une délocalisation des 
électrons des atomes de carbone, situés à la surface des NTC (paroi externe) et formant des motifs 
hexagonaux [196]. Le mécanisme d’adsorption des ions plomb, tels que Pb2+, PbOH- et PbCO3
2-
, par 
des NTC repose sur deux types d’interactions : (i) les interactions électrostatiques qui sont dues 
principalement aux charges de surface induites par l’immersion des NTC dans un milieu aqueux et la 
présence d’ions en solution et (ii) les interactions de type van der Waals [196], [204]. Les phénomènes 
de sorption et de désorption sont contrôlés surtout par le pH de la suspension (la capacité d’adsorption 
des ions Pb
2+
 par exemple augmente avec le pH [196]), d’autant plus si les NTC sont fonctionnalisés 
(présence de groupements carboxyliques ionisés, -COO
-
, en surface avec lesquels les ions Pb
2+
 
peuvent se complexer [197], [199]), mais également par la force ionique du milieu. Les DWNT 
contaminés par le Pb(II) pourraient ainsi constituer des vecteurs de contamination si, une fois ingérés, 
le pH interne des larves permettait la libération du Pb(II) piégés par les NTC. 
Afin d’étudier l’évolution potentielle de la concentration en Pb(II) dissous et les paramètres du 
milieu modulant sa concentration, ainsi que l’intensité des phénomènes d’adsorption, des dosages du 
Pb(II) dissous et des mesures de pH ont été effectués avant et après renouvellement des milieux 
d’essai, en présence et en absence de larve(s) et de nourriture. Précisons que seul un suivi cinétique de 
la concentration en Pb(II) dissous a été effectué par Landois [140], au cours de l’exposition des larves 
de xénope uniquement ou simultanément à du Pb(II) et des DWNT.  
 
Ce chapitre se compose d’une première partie qui énumère et justifie les conditions d’essai choisies 
en fonction des résultats biologiques obtenus suite à la réalisation de bioessais évaluant indépendant la 
toxicité des DWNT et celle du Pb(II) chez les larves de xénope. Les protocoles utilisés pour préparer 
les SM de DWNT et de Pb(II), pour renouveler les milieux d’essai et mesurer la concentration en 
Pb(II) dissous dans les milieux d’essai en présence (au cours de l’essai MN DWNT+Pb(II)) et en 
l’absence de larve(s) et de nourriture sont ensuite fournis. Les traitements statistiques appliqués aux 
données de toxicité chronique obtenues dans le cadre de cette thèse et à celles relatives au dosage du 
Pb(II) dissous et à la mesure du pH sont également détaillés. Enfin, l’ensemble de ces résultats, ainsi 
que les observations macroscopiques effectuées au niveau des milieux d’essai et des larves de xénope 
exposées, sont présentés et commentés, puis discutés. 
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II. Matériel et méthodes 
II.1. Condition de l’essai de co-exposition aux DWNT et au Pb(II) 
 
Les conditions de l’essai MN incluent deux conditions contrôles vis-à-vis des DWNT (ou témoins 
DWNT) à deux concentration (0,1 et 10 mg/L ; TDW0,1 et TDW10), trois conditions contrôles vis-à-
vis du Pb(II) (ou témoins Pb(II)) en fonction de la concentration utilisée  (TPb0,1, TPb1 et TPb30) et 
enfin les six conditions d’exposition simultanée entre les DWNT et le Pb(II) (ou conditions 
DWNT+Pb(II)) en fonction des combinaisons de concentrations testées (DW0,1Pb0,1 – DW0,1Pb1 – 
DW0,1Pb30 – DW10Pb0,1 – DW10Pb1 – DW10Pb30). Précisons que les concentrations en Pb(II) 
données sont les concentrations nominales en Pb
2+
 et doivent donc être considérées, pour des raisons 
que nous verrons par la suite, comme les concentrations totales en Pb(II). 
 
D’une part, les conditions contrôles DWNT ont été choisies parmi les concentrations en DWNT 
bruts étudiées pour l’évaluation de la toxicité des DWNT bruts chez les larves de xénope et d’après les 
résultats obtenus dans le cadre de cette évaluation [105]. Ainsi 0,1 mg/L de DWNT est la plus faible 
concentration qui n’entraîne aucun effet toxique significatif par rapport au T-, en termes de toxicité 
aiguë, de toxicité chronique et de génotoxicité. Quant à 10 mg/L de DWNT, c’est la plus faible 
concentration à partir de laquelle a été observée une inhibition de croissance significative ( par rapport 
au T-) chez les larves, sans pour autant que ni un taux de mortalité significatif (par rapport au T-) ni 
une induction significative de MN (par rapport au T-) n’aient été mis en évidence chez les larves 
[105]. 
D’autre part, les conditions contrôles Pb(II) ont été sélectionnées parmi la gamme de 
concentrations étudiées chez les larves de xénope et d’après les résultats de l’essai MN mené 
auparavant par Mouchet et al. [194]. Ainsi 0,1 mg/L est la plus forte concentration testée pour laquelle 
aucun effet de toxicité significatif (par rapport au T-) n’a été observé, tant en termes de toxicités aiguë 
et chronique qu’en termes de génotoxicité. Quant à 1 et 30 mg/L, ces deux concentrations semblent 
entraîner une induction significative (par rapport au T-) de MN dans les érythrocytes des larves. De 
plus, alors que les taux de mortalité et de croissance des larves exposées à 1 mg/L de Pb(II) ne sont 
pas significativement différents de ceux de la condition T-, une mortalité de 15% et une inhibition de 
croissance significative ont été observés chez les larves exposées à 30 mg/L de Pb(II). 
Enfin, les conditions d’exposition correspondent à toutes les combinaisons « DWNT+Pb(II) » qu’il 
est possible de réaliser à partir des deux concentrations en DWNT et des trois concentrations en Pb(II) 
choisies. 
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II.2. Préparation des TE de DWNT, des SM de Pb(II) et renouvellement des milieux d’essai 
 
Les TE, contenant la quantité adéquat de DWNT (20 mg et 0,2 mg dans 20 mL d’ED) et 
nécessaires au renouvellement quotidien des milieux contrôles DWNT et des milieux d’exposition 
DWNT+Pb(II), ont été préparés selon un protocole similaire à celui appliqué au MWNT bruts (cf. 
Chapitre III, II.1), après extraction des DWNT à partir de poudre composite (cf. Chapitre II, II.3). Afin 
de renouveler quotidiennement les milieux contrôles Pb(II) et les milieux d’exposition DWNT+Pb(II), 
trois solutions mères Pb(II) ont été préparées au préalable. Une première solution mère de 6 g/L de 
Pb(II) a été préparée par dissolution de la quantité adéquate de Pb(NO3)2 (nitrate de Pb(II)) dans de 
l’eau ultra-pure. Les deuxième et troisième solutions mères (respectivement 100 mg/L et 20 mg/L de 
Pb(II)) ont été préparées par dilution successive dans de l’eau ultra-pure. 
Les milieux contrôles DWNT ont été renouvelés selon le protocole appliqué aux MWNT bruts (cf. 
Chapitre III, II.1). Quant aux milieux contrôles Pb(II), ils ont été préparés à partir de 10 mL de 
solution mère Pb(II). Enfin, en ce qui concerne les conditions d’exposition DWNT+Pb(II), les NTC 
contenus dans chaque TE utilisé ont été remis en suspension (bain à US, 10 min), puis transférés dans 
le cristallisoir de la condition relative. 1L d’ER a été ajouté (mélange par convexion des NTC) puis 
10 mL de solution mère Pb(II). Enfin le volume a été ajusté à 2L avec de l’ER (mélange par convexion 
des NTC et du Pb(II)), avant de réintroduire les larves dans leur milieu d’exposition et de les nourrir. 
 
II.3. Traitement statistique des résultats de toxicité chronique 
 
Les données relatives à la taille des larves, mesurée en début et en fin d’essai, ont été traitées 
statistiquement, dans un premier temps, selon la méthode décrite dans le chapitre II (cf. VI.5. 
Evaluation de la toxicité chronique). 
Nous ne pouvons malheureusement pas effectuer de traitement statistique (ANOVA à 2 facteurs) 
sur l’ensemble des données de toxicité chronique permettant d’étudier l’interaction potentielle entre 
les DWNT et le Pb(II) et leur influence potentielle sur la croissance des larves. En effet les données ne 
suivent pas une loi normale et aucune transformation ne permet de palier à ce problème. Les données 
ont alors été traitées statistiquement en comparant : 
 
i) les conditions pour lesquelles la concentration en DWNT est identique mais pas la 
concentration totale en Pb(II), de façon à étudier l’influence de la présence de Pb(II) en 
concentrations variables dans un milieu contenant des DWNT. Par exemple, les données 
relatives aux conditions DW0,1Pb0,1 – DW0,1Pb1 – DW0,1Pb30 ont été comparées à celles 
de la condition TDW0,1 ; 
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ii) les conditions pour lesquelles la concentration totale en Pb(II) est identique mais pas la 
concentration en DWNT, de façon à étudier l’influence de la présence de DWNT en 
concentrations variables dans un milieu contenant du Pb(II). Par exemple, les données 
relatives aux conditions DW0,1Pb0,1 – DW10Pb0,1 ont été comparées à celles de la 
condition TPb0,1. 
 
Pour chacun des cas de figures, une ANOVA a été effectuée, sauf en ce qui concerne le traitement 
statistique des données relatives aux conditions TDW0.1 - DW0,1Pb0,1 – DW0,1Pb1 – DW0,1Pb30, 
pour lesquelles a été appliqué un test de Kruskal-Wallis (normalité des données non vérifiée). Les 
conditions, pour lesquelles la taille moyenne des larves en fin d’essai est significativement différente 
de celle des larves de la condition contrôle DWNT ou Pb(II) correspondante, ont été identifiées grâce à 
l’application d’un test de Dunn (après une ANOVA) ou de Dunnett (après un test de Kruskal-Walli). 
 
II.4. Dosage du Pb(II) dissous et mesure du pH dans les milieux d’essai  
II.4.1. Protocoles de prélèvement des échantillons et de mesure du pH, conditionnement des 
échantillons et méthode de dosage 
 
Une partie des prélèvements (10 mL) a été effectuée, au cours de l’essai MN DWNT+Pb(II), dans 
les milieux contrôles et les milieux d’exposition (et donc en présence de larves et de nourriture). Ils 
ont eu lieu avant renouvellement des milieux d’essai (T24) et après leur renouvellement (T0), au centre 
de la colonne d’eau, le premier jour d’exposition, au milieu de la période d’exposition et en fin 
d’exposition (12 jours). L’autre partie des prélèvements (10 mL) a été réalisée sur des milieux de 
même composition mais cette fois-ci en absence de larve(s) et de nourriture, et ce durant trois jours 
consécutifs (de manière à disposer de trois réplicats). Les prélèvements effectués ont été accompagnés 
de la mesure du pH et de la température des différents milieux d’essai (pH mètre WTW pH 320). 
Afin de conserver seulement les espèces chimiques en solution (i.e. élimination des précipités de 
Pb(II), des DWNT, des particules de nourriture et des excréments présents au niveau des 
prélèvements), les volumes prélevés ont été filtrés (0,45 µm), puis acidifiés (1 mL d’acide nitrique à 
65%). Les prélèvements ont été conservés au frais (4°C) jusqu’au dosage du Pb(II) dissous par 
spectrométrie d’émission optique couplé à une torche plasma (Inductively Coupled Plasma Optical 
Emission Spectrometry ; Optima 7000 DV ICP-OES, λ=220,253 nm), après mesure de la gamme 
d’étalonnage 0,01 – 0,02 – 0,05 – 0,1 – 0,2 – 0,5 – 1,0 mg/L. Dans le cas particuliers du milieu 
contrôle TPb30, une autre gamme d’étalonnage a été utilisée pour déterminer la concentration en 
Pb(II) dissous des prélèvements effectués à T0 en présence de larves et de nourriture. Il s’agit de la 
gamme de concentration : 1 – 2 – 5 – 10 – 15 – 20 – 30 mg/L. La limite de détection est de l’ordre de 
1,4 µg/L (donnée constructeur). Deux concentrations, parmi ces gammes d’étalonnage, ont été 
mesurées régulièrement pour vérifier la stabilité des mesures. Il s’agit respectivement de  0,01 et 0,05 
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mg/L et de 5 et 10 mg/L. La déviation de mesure de ces concentrations par rapport aux valeurs 
théoriques est respectivement de 6,4 et 0,7 % et de 0,2 et 0,6 %. Les dosages ont été effectués au 
Laboratoire Matériaux et Durabilité des Constructions (LMDE) de l’INSA dans le cadre d’une 
collaboration (Maude Schiettekatte, Marie Coutand). 
 
II.4.2. Traitement statistique des données relative au dosage du plomb dissous 
 
Il s’agit d’étudier l’influence (i) de la présence de DWNT et de leur concentration, (ii) du temps, 
les prélèvements ayant été effectués après et avant renouvellement des milieux d’essai (soit une durée 
de 24h) et (iii) de la présence de larves et de nourriture sur la concentration moyenne en Pb(II) dissous. 
Une ANOVA à 3 facteurs ne peut malheureusement pas être effectuée, l’hypothèse de normalité des 
données n’étant pas vérifiée qu’elles soient brutes ou transformées. Les trois paramètres énumérés ci-
dessus ont donc été étudiés de manière indépendante. 
En premier lieu, l’influence de la présence de DWNT à différentes concentrations (0,1 ou 10 mg/L) 
sur la concentration moyenne en Pb(II) dissous a été étudiée en s’intéressant aux valeurs obtenues 
d’une part en présence de larves et de nourriture et d’autre part en leur absence. Pour chacun des cas, 
les valeurs relatives aux prélèvements effectués à T0 et à T24 ont été traitées indépendamment. Ainsi, 
des ANOVA à 1 facteur dont les modalités correspondent aux concentrations en DWNT étudiées (0 – 
0,1 – 10 mg/L) ont été effectuées en regroupant les valeurs relatives aux milieux dont la concentration 
nominale en Pb(II) est identique (0,1 – 1 – 30 ; concentration en Pb(II) fixée), de manière à comparer 
les moyennes entre les groupes. Dans le cas où l’une des deux hypothèses de l’ANOVA (normalité des 
données ou égalité des variances) n’est pas vérifiée, l’ANOVA (test paramétrique) a été remplacé par 
un test de Kruskal-Wallis (test non-paramétrique). 
Dans un second temps, un test de Student pour échantillons appariés a été utilisé pour comparer les 
concentrations en Pb(II) dissous mesurées à T0 (après renouvellement des milieux d’essai) et celles 
mesurées à T24 (avant renouvellement des milieux d’essai) au niveau d’une même condition d’essai 
mais en traitant les valeurs obtenues d’une part en présence de larves et de nourriture et d’autre part en 
leur absence. Ce test a été choisi car, tant en présence qu’en absence de larve(s) et de nourriture, trois 
séries de deux prélèvements effectués à 24 h d’intervalle ont été réalisés, pour une condition donnée, 
dans des milieux de concentrations nominales en Pb(II) et en DWNT identiques. L’hypothèse de ce 
test (normalité des données) a été vérifiée. Soulignons que les concentrations en Pb(II) dissous 
mesurées dans les milieux contrôles T- et TDW étant nulles, ces données n’ont pas été traitées 
statistiquement à l’aide de ce test. 
Enfin, un test de Student ou un test de Mann-Whitney (test non paramétrique équivalent) a permis 
de comparer la moyenne des concentrations en Pb(II) dissous obtenues, pour une condition d’essai 
donnée, à partir de prélèvements effectués en présence de larves et de nourriture à celle en absence de 
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larve et de nourriture. Ce test a été répété pour chaque condition d’essai en considérant les valeurs en 
Pb(II) dissous relatives aux prélèvements effectués d’une part à T0 et d’autre part à T24. 
 
II.4.3. Traitement statistique des données de pH 
 
Le pH a un rôle prépondérant dans la spéciation des éléments chimiques en milieu aqueux et donc, 
dans le cadre de notre bioessai, sur la biodisponibilé du Pb(II) pour les larves de xénope. Afin 
d’apporter des éléments de discussion supplémentaires à ceux obtenus grâce aux traitements 
statistiques des concentrations en Pb(II) dissous mesurées, l’influence de la présence de larves et de 
nourriture, facteur influençant potentiellement le pH, a été étudiée à partir des mesures de pH 
effectuées avant et après renouvellement, en présence ou en absence de larve(s) et de nourriture. 
Toutes les valeurs de pH (y compris celles relatives aux conditions contrôle T- et TDW), mesuré en 
présence ou en l’absence de larve(s) et de nourriture, ont été prises en compte. Ainsi, par le biais d’un 
test de Student, le pH moyen mesuré au niveau d’un milieu composé des mêmes concentrations 
nominales en Pb(II) et en DWNT, auxquelles étaient exposées les larves, a été comparé au pH moyen 
mesuré dans ce même milieu mais exempts de larve(s) et de nourriture. Ce test a été répété pour 
chaque condition d’essai en considérant les valeurs en pH mesurées d’une part à T0 et d’autre part à 
T24. 
Puis, un test de Student pour échantillons appariés a été utilisé pour comparer le pH moyen à T0 et 
à T24, mesuré dans chaque condition d’essai, en présence de larves et de nourriture. Ce test a été répété 
pour chaque condition d’essai. 
 
II.4.4. Modélisation de la spéciation du Pb(II) dans les milieux d’essai, en présence de larves 
et de nourriture, et comparaison avec les valeurs expérimentales de concentration en 
Pb(II) dissous 
 
Le logiciel Visual Minteq (version 2.61) a été utilisé pour modéliser la spéciation du Pb(II) dans les 
milieux d’essai. Ce logiciel fournit en effet, d’après les données d’entrée saisies (pH, température, 
concentrations nominales ioniques), la nature et la concentration théoriques des espèces solubles et des 
précipités à l’équilibre. Or, d’après le suivi cinétique de la concentration en Pb(II) dissous effectué au 
cours de l’exposition des larves de xénope par Landois [140], l’équilibre serait atteint avant 
renouvellement des milieux d’essais. De ce fait, seules les données expérimentales de pH obtenues à 
T24, en présence de larves et de nourriture, ont été utilisées comme moyen de comparaison. Une 
ANOVA à 1 facteur dont les modalités correspondent aux concentrations en DWNT étudiées (0 – 0,1 
– 10 mg/L) a été effectuée en regroupant les valeurs relatives aux milieux dont la concentration 
nominale en Pb(II) est identique (0,1 – 1 – 30 ; concentration en Pb(II) fixée). Les résultats, obtenus 
suite à la comparaison des moyennes entre les groupes ont alors permis de « simplifier le système » en 
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utilisant seulement comme données d’entrée le pH moyen et la température moyenne à T24 des milieux 
composés initialement de la même concentration en Pb(II) (concentration nominale), mais d’une 
concentration en DWNT variable. 
 
 
III. Résultats de l’essai MN 
III.1. Toxicité aiguë 
 
Tableau IV. 2 : Résultats de toxicité aiguë (survie, %) aux termes de l’essai MN DWNT+Pb(II). Les 
concentrations en DWNT et en Pb(II) sont exprimées en mg/L. 
Conditions d’essai T- 
Contrôles DWNT Contrôles Pb(II) 
TDW0,1 TDW10 TPb0,1 TPb1 TPb30 
Survie (%) 100 100 100 100 100 100 
Conditions d’essai 
Conditions d’exposition DWNT+Pb(II) 
DW0,1Pb0,1 DW0,1Pb1 DW0,1Pb30 DW10Pb0,1 DW10Pb1 DW10Pb30 
Survie (%) 100 100 100 100 100 85 
 
Aucune mortalité significative par rapport au T- n’a été mise en évidence après 12 jours 
d’exposition. Seule la condition DW10Pb30 présente, un faible taux de mortalité des larves (tableau 
IV.2). 
 
III.2. Toxicité chronique 
 
Il semble que, prise de façon indépendante, l’augmentation de la concentration en DWNT (figure 
IV.1.A, TDW) et en Pb(II) (figure IV.1.A, TPb) amène à une diminution du taux de croissance des 
larves (réponse de type effet-dose). Par ailleurs, pour une même concentration en DWNT, nous 
observons une diminution du taux de croissance avec l’augmentation de la concentration en Pb(II) 
(réponse de type effet-dose inverse). Ces observations s’appliquent également lorsque la concentration 
en DWNT augmente alors que celle en Pb(II) reste fixe. 
Cependant, au niveau des conditions contrôles, seules les larves exposées à 10 mg/L de DWNT ou 
30 mg/L de Pb(II) présentent une inhibition de croissance significative par rapport à celles de la 
condition T-. De même, les larves exposées simultanément à 10 mg/L de DWNT et du Pb(II), et ce 
quelque soit la concentration en Pb(II), ainsi que celles exposées à 30 mg/L de Pb(II) et des DWNT, et 
ce quelque soit la concentration en DWNT, présentent une inhibition de croissance significative par 
rapport au T-. Enfin, une inhibition de croissance significative par rapport à celle des larves T- a été 
mis en évidence chez les larves exposées simultanément à 0,1 mg/L de DWNT et 1 mg/L de Pb(II), 
alors que les larves exposées uniquement à 0,1 mg/L de DWNT ou 1 mg/L de Pb(II) ne présentent pas 
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d’effets toxiques significatifs. La co-exposition des larves à 0,1 mg/L de DWNT et 1 mg/L de Pb(II) 
induirait donc des effets synergiques en termes de toxicité chronique. 
 
 
 
 
Figure IV. 1 : Résultats de toxicité chronique en termes d’inhibition de croissance (taux de croissance des larves, 
%) aux termes de l’essai MN DWNT+Pb(II). TDW et TPb : témoins DWNT et témoins Pb(II) ; DWPb : 
concentrations variables en DWNT et en Pb(II) (12 jours d’exposition). * : conditions d’essai pour lesquelles, en 
fin d’essai, la taille moyenne des larves est significativement différente de celle du T- (P<0.05).  
 
Les figures IV.1.B1 et IV.1.B2 présentent respectivement les résultats relatifs à l’influence sur le 
taux de croissance des larves de l’ajout de Pb(II) en concentration variable (0,1 – 1 - -30 mg/L) dans 
les milieux contenant des DWNT (concentration de 0,1 ou 10 mg/L) et ceux relatifs à l’influence de 
l’ajout de DWNT en concentration variable (0,1 – 10 mg/L) dans les milieux contenant du Pb(II) 
(concentration totale de 0,1 ou 1 ou 30 mg/L). Selon les concentrations en DWNT et en Pb(II), la 
présence simultanée de DWNT et Pb(II) semble avoir une influence négative (accentuation des effets 
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toxiques) ou positive (réduction des effets toxiques) sur la croissance des larves par rapport à la 
condition contrôle DWNT (TDW) ou Pb(II) (TPb) considérée. 
En effet, d’une part, l’ajout de 1 ou 30 mg/L de Pb(II) à un milieu contenant 0,1 mg/L de DWNT et 
l’ajout de 30 mg/L de Pb(II) à un milieu contenant 10 mg/L de DWNT diminue significativement la 
croissance des larves par rapport à celle des larves exposées respectivement uniquement à 0,1 et 
10 mg/L de DWNT (accentuation des effets toxiques ; figure IV.1.B1). En revanche, l’ajout d’une 
faible concentration en Pb(II) (0,1 mg/L) à un milieu contentant des DWNT en forte concentration (10 
mg/L) augmente significativement la croissance des larves par rapport à celle des larves exposées 
uniquement à cette même concentration en DWNT (réduction des effets toxiques ; figure IV.1.B1). 
Notons qu’elle reste cependant significativement inférieure à celle des larves de la condition T- 
(figure IV.1.A). 
D’autre part, l’ajout de 10 mg/L de DWNT à un milieu contenant 0,1 mg/L de Pb(II) et l’ajout de 
0,1 ou 10 mg/L de DWNT à un milieu contenant 1 mg/L de Pb(II) diminue significativement la 
croissance des larves par rapport à celle des larves exposées respectivement uniquement à 0,1 et 
1 mg/L de Pb(II) (accentuation des effets toxiques ; figure IV.1.B2). En revanche, l’ajout d’une faible 
concentration en DWNT (0,1 mg/L) à un milieu contentant une forte concentration de Pb(II) 
(10 mg/L) augmente significativement la croissance des larves par rapport à celle des larves exposées 
uniquement à cette même concentration en Pb(II) (réduction des effets toxiques ; figure IV.1.B2). 
Notons qu’elle reste cependant significativement inférieure à celui des larves de la condition T- 
(figure IV.1.A). 
 
III.3. Génotoxicité 
 
Aucun effet génotoxique significatif par rapport au T- n’a été mis en évidence chez les larves 
exposées à 0,1 ou 10 mg/L de DWNT (conditions témoins DWNT), ainsi que chez celles exposées à 
0,1 ou 1 ou 30 mg/L de Pb(II) (conditions témoins Pb(II)). En revanche, le taux d’érythrocytes à MN 
chez les larves exposées simultanément aux DWNT et au Pb(II), excepté dans le cas des conditions 
DW0,1Pb30 et DW10Pb30, est significativement supérieur à celui des larves de la condition T- 
(figure IV.2A). Enfin, les larves de la condition T+ ont fourni des réponses positives dans le test, ce 
qui valide les résultats de génotoxicité des essais MN. 
Précisons que les larves exposées à 30 mg/L de Pb(II) présentent un index mitotique 
significativement plus faible que celui relatif au T- (figure IV.2B, p<0,05), indiquant une potentielle 
perturbation du processus mitotique. Il en est de même pour les larves exposées à 0,1 mg/L de DWNT 
et 30 mg/L de Pb(II), ainsi que celles exposées à 10 mg/L de DWNT et 1 ou 30 mg/L de Pb(II). Ce 
phénomène pourrait expliquer que, pour ces conditions, l’induction de MN chez les larves ne soit pas 
significativement supérieure à celle des larves de la condition T-.  
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La co-exposition des larves de xénope aux DWNT et au Pb(II) pourrait donc induire des effets 
synergiques en termes de génotoxicité et ce quelque soit leur concentration (parmi celles étudiées), 
mais des effets synergiques significatifs n’ont pu être mis en évidence que chez les larves exposées 
simultanément à 0,1 mg/L de DWNT et 0,1 mg/L ou 1 mg/L de Pb(II), ainsi que chez celles exposées 
à 10 mg/L de DWNT et 0,1 mg/L de Pb(II). 
 
 
 
Figure IV. 2 : (A) Résultats de génotoxicité (EMN, ‰ ; valeur médiane du nombre d’érythrocytes micronucléés 
pour un total de 1000 érythrocytes observés et intervalle de confiance à 95%) aux termes de l’essai MN 
DWNT+Pb(II) (12 jours d’exposition). (B) Index mitotique (moyenne ± écart-type) déterminé aux termes des 
essais MN (A) DWNT bruts (B) DWNT+GA. * : index mitotique significativement inférieur à celui de la 
condition T- (p < 0,05).TDW et TPb : témoins DWNT et témoins Pb(II) ; DWPb : concentrations variables en 
DWNT et en Pb(II). * : conditions d’essai pour lesquelles, en fin d’essai, le taux d’EMN est significatif par celui 
des larves de la condition T-. 
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IV. Observations macroscopiques des milieux d’essai, ainsi que de l’intestin et des branchies des 
larves de xénope 
 
De manière similaire aux observations menées lors des essais MN à partir de NTC bruts, nous 
observons une agglomération et une décantation rapide des DWNT dans les milieux contrôles DWNT 
et les milieux d’exposition DWNT+Pb(II). 
Cependant, alors que les solutions mères préparées à partir de Pb(NO3)2 dans de l’eau ultra-pure 
sont incolores, un précipité blanc se forme instantanément lors de l’ajout de 10 mL de ces solutions 
dans les cristallisoirs relatifs aux conditions contrôles Pb(II) et aux conditions d’exposition 
DWNT+Pb(II) (figure IV.3) et persiste dans le temps. Il est encore présent au moment du 
renouvellement des milieux, c’est à dire 24h après l’ajout de Pb(II) dans les milieux d’essai. La 
présence de sels minéraux, et notamment des anions Cl
-
, SO4
2-
 et HCO3
-
 dans l’ER (cf. Chapitre II, 
VI.3.1) serait responsable de la complexation des cations Pb
2+
 et donc de la présence d’espèces 
minérales, telles que la cérusite (PbCO3) et/ou l’hydrocérussite (Pb3(CO3)2(OH)2), qui donnent une 
teinte blanche (plus ou moins prononcée selon leur quantité) aux milieux d’essai dans lesquels ont été 
ajoutés du Pb(II). La formation de ce précipité et sa persistance dans le temps suggèrent que les 
concentrations en ions Pb
2+
 auxquelles ont été exposées les larves pourraient être inférieures aux 
concentrations nominales. 
 
T- 
Contrôles DWNT Contrôles Pb(II) 
TDW0,1 TDW10 TPb0,1 TPb1 TPb30 
 
 
 
 
  
 
Conditions d’exposition DWNT+Pb(II) 
DW0,1Pb0,1 DW0,1Pb1 DW0,1Pb30 DW10Pb0,1 DW10Pb1 DW10Pb30 
 
 
 
 
 
 
Figure IV. 3 : Observations macroscopiques (vue de dessus) des milieux contrôles (T-, TDW et TPb) et des 
milieux d’exposition DWNT+Pb(II) (DWPb) en présence de larves de xénope. Les concentrations en DWNT et 
Pb(II) sont exprimées en mg/L. 
 
Par ailleurs, la présence de complexes solubles, en proportion variable selon le pH, la température 
et la composition chimique du milieu, n’est pas exclue. Il pourrait s’agir de complexes carbonatés, tels 
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que PbCO3 (aq), PbHCO3
+
 et Pb(CO3)2
2-, d’hydrocomplexes, tels que Pb(OH)2 (aq) et PbOH
+, et d’autres 
complexes, tels que PbSO4 (aq), Pb(SO4)2
2-
, PbCl
+
, PbCl2 (aq) et PbNO3
+
. Enfin, nous n’excluons pas 
l’adsorption de Pb(II) par les DWNT, les larves et leurs excréments, les particules de nourriture et les 
parois des cristallisoirs. Les résultats du dosage du Pb(II) dissous (ions Pb
2+
 et complexes solubles) 
sont présentés dans la partie suivante. 
Précisons que ces observations ont été effectuées tant en présence de larves et de nourriture (figure 
IV.3) qu’en leur absence. 
 
T- 
Contrôles DWNT Contrôles Pb(II) 
TDW0,1 TDW10 TPb0,1 TPb1 TPb30 
      
 
Conditions d’exposition DWNT+Pb(II) 
DW0,1Pb0,1 DW0,1Pb1 DW0,1Pb30 DW10Pb0,1 DW10Pb1 DW10Pb30 
     
ND 
Figure IV. 4 : Observation sous binoculaire de larves de xénope à la fin de l’essai MN DWNT+Pb(II). Les 
concentrations en DWNT et en Pb(II) sont exprimées en mg/L. ND : photographie Non Disponible. Les flèches 
blanches et noires mettent en évidence respectivement la présence d’amas noirs apparentés à des DWNT et celle 
d’amas blancs apparentés à des précipités de Pb(II). 
 
L’observation sous loupe binoculaire des larves en fin d’essai a révélé que l’intestin de celles 
exposées à 0,1 et 10 mg/L de DWNT était respectivement tacheté de noir et entièrement noir (figure 
IV.4, « Contrôles DWNT »). Quant à l’intestin des larves exposées à 0,1 et 1 mg/L de Pb(II), il 
apparait tacheté de blanc alors que celui des larves exposées à 30 mg/L de Pb(II) est pratiquement 
entièrement blanc (figure IV.4, « Contrôles Pb(II) »). En comparaison, l’intestin des larves de la 
condition T- a une teinte uniforme gris-brun. Ces observations mettent en évidence l’ingestion de 
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DWNT ou de précipités de Pb(II) par les larves, dont la quantité semble augmenter respectivement 
avec la concentration en DWNT et/ou la concentration nominale en Pb(II).  
Des résultats similaires ont été obtenus dans le cadre de l’observation de l’intestin des larves 
exposées simultanément à des DWNT et du Pb(II). La présence de masses noires et celle de masses 
blanches sont plus ou moins discernables selon la concentration en DWNT et en Pb(II) (figure IV.4, 
« Conditions d’exposition DWNT+Pb(II) »). 
Enfin, ces observations macroscopiques n’ont pas permis de mettre en évidence la présence de 
masses noires ou blanches au niveau des corbeilles branchiales des larves, et ce quelque soit la 
concentration en DWNT et en Pb(II). 
 
 
V. Résultats du dosage du Pb(II) dissous 
 
Rappelons que doser le Pb(II) dissous permet d’accéder à la concentration en ions Pb2+ et en 
complexes solubles présents dans le milieu. Le Pb(II) non dosé correspond donc, dans le cas des 
milieux exempts de larves et de nourriture, au Pb(II) précipité et potentiellement adsorbé aux parois 
des cristallisoirs, ainsi qu’au Pb(II) potentiellement adsorbé aux DWNT si ces derniers sont présents 
dans le milieu. Dans le cas des milieux d’essai (présence de larves et de nourriture), il faut ajouter le 
Pb(II) potentiellement adsorbé aux particules de nourriture, aux larves et à leurs excréments, ainsi que 
celui ingéré et absorbé par les larves. 
Nous avons pu vérifier que la concentration en Pb(II) dissous mesurée, à T0 et à T24, au niveau des 
milieux contrôles T- et TDW, est nulle. 
 
V.1. Etude de différents paramètres pouvant influencer la concentration en Pb(II) dissous 
V.1.1. Absence d’influence significative de la présence de DWNT 
 
D’après l’analyse statistique des données relatives aux conditions TPb0,1 – DW0,1Pb0.1 – 
DW10Pb0,1, la concentration en Pb(II) dissous, mesurée en présence (figure IV.5.A1) ou en l’absence 
de larve(s) et de nourriture (figure IV.5.B1) à T0 dans les milieux d’essai dont la concentration 
nominale en Pb(II) est de 0,1 mg/L, n’est pas significativement différente et ce quelque soit la 
concentration en DWNT (0 – 0,1 – 10 mg/L). Il en est de même dans les milieux d’essai où la 
concentration totale en Pb(II) est de 1 mg/L (analyse statistique de TPb1 – DW0,1Pb1 – DW10Pb1) 
ou de 30 mg/L (analyse statistique de TPb30 – DW0,1Pb30 – DW10Pb30). Par ailleurs, aucune 
différence significative n’a été mise en évidence en menant, de façon similaire, des analyses 
statistiques sur les valeurs obtenues à T24 (en présence ou en l’absence de larve(s) et de nourriture ; 
figure IV.5.A2 et figure IV.5.B2). 
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Figure IV. 55 : Concentration moyenne (± écart-type) en Pb(II) dissous mesurée dans les milieux contrôles 
Pb(II) (TPb, concentration en DWNT nulle ; barres grises) et dans les milieux d’exposition DWNT+Pb(II) 
(DWPb ; barres blanches), (A) en présence et (B) en absence de larve(s) et de nourriture, (1) à T0 et (2) à T24. 
Comparaison entre les milieux d’essai de même concentration totale en Pb(II) (0,1 – 1 – 30 mg/L), mais de 
concentration en DWNT variable (0 - 0,1 - 10 mg/L).  
 
La présence de DWNT, en concentration plus ou moins importante, n’influerait donc pas 
significativement sur la concentration en Pb(II) dissous. Ces observations ne permettent cependant pas 
de statuer quant à la variation de la quantité de Pb(II) adsorbée à la surface des DWNT. 
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V.1.2. Etude de l’évolution de la concentration moyenne en Pb(II) dissous entre les 
prélèvements effectués à T0 et à T24 
 
En présence de larves et de nourriture, après renouvellement des milieux (figure IV.5.A1) dont la 
concentration nominale en Pb(II) est de 0,1 ou 1 mg/L, la majorité voire la totalité du Pb(II) est 
présente sous formes d’espèces solubles (et ce quelque soit la concentration en DWNT). 24 h plus tard 
(figure IV.5.A2), la concentration moyenne en Pb(II) dissous a significativement diminuée dans ces 
milieux (figure IV.6.A). En effet, elle atteint 62 et seulement 14% en moyenne de la concentration 
nominale en Pb(II) dans les milieux auxquels a été ajouté, lors de leur renouvellement, respectivement 
0,1 et 1 mg/L de Pb(II).  
Le dosage des prélèvements effectués après renouvellement des milieux dont la concentration 
nominale en Pb(II) est de 30 mg/L indique qu’ils sont composés en moyenne de seulement 8,40 ± 4,32 
mg/L de Pb(II) dissous (28 % de la concentration nominale en Pb(II) ; figure IV.5.A1). Au bout de 
24 h, il ne reste pratiquement plus d’espèces en solution (concentration moyenne en Pb(II) de 0,28 ± 
0,03 mg/L, soit 1 % de la concentration nominale en Pb(II) ; figure IV.5.A2). Cette diminution de la 
concentration n’est pourtant significative qu’au niveau de la condition d’exposition DW10Pb30 
(figure IV.6A), bien que la concentration moyenne à T0 de la condition contrôle TPb30 et de la 
condition d’exposition DW0,1Pb30 soit respectivement 36 et 23 fois supérieure à celle à T24. Or 
concernant ces deux conditions, la variation intra-condition (i.e. entre les trois milieux échantillonnés 
pour une même condition) de la concentration en Pb(II) dissous à T0 conduit à des écart-types 
importants. Ceci pourrait contribuer à ce qu’aucune différence significative n’ait été mise en évidence. 
 
En ce qui concerne les milieux exempts de larve et de nourriture (figure IV.6.B), une différence 
significative entre la concentration moyenne mesurée à T0 et celle mesurée à T24 a été mise en 
évidence seulement dans le milieu composé de 0,1 mg/L de DWNT auquel a été ajouté 1 mg/L de 
Pb(II) à T0. De même que précédemment, l’importante dispersion des valeurs obtenues pour certaines 
conditions, telles que TPb30 et DW30Pb10, pourrait expliquer que des différences significatives 
n’aient pas pu être révélées alors que la concentration moyenne à T0 est supérieure ou inférieure à celle 
à T24. 
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Figure IV. 6 : Concentrations moyennes (± écart-type) en Pb(II) dissous dans les milieux contrôles Pb(II) (TPb) et dans les milieux d’exposition DWNT+Pb(II) (DWPb), (A) 
en présence et (B) en absence de larve(s) et de nourriture. Comparaison entre les prélèvements effectués à T0 (barres blanches) et à T24 (barres grises). * : conditions pour 
lesquelles la concentration moyenne en Pb(II) dissous dans le même milieu à T24 est significativement différente de celle à T0. 
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V.1.3. Influence de la présence de larves et de nourriture 
 
Quelque soit le milieu considéré, la concentration en Pb(II) dissous des prélèvements effectués au 
cours de l’essai MN DWNT+Pb(II), et donc en présence de larves et de nourriture, est supérieure à 
celle mesurée dans le même milieu mais en absence de larve(s) et de nourriture. Cette tendance est 
observée quelque soit le moment du prélèvement (avant ou après renouvellement des milieux). 
Cependant, une différence n’a été mise en évidence qu’au niveau des conditions contrôles TPb0,1 et 
TPb1 et de la condition d’exposition DW10Pb0,1. 
De plus, les concentrations moyennes en Pb(II) dissous des milieux composés de 0,1 mg/L de 
Pb(II) et de 0,1 mg/L de DWNT ne sont significativement différentes qu’à T0, alors que celles des 
conditions TPb30, DW0,1Pb30 et DW10Pb1 ne le sont qu’à T24. Une fois de plus, la variabilité des 
valeurs parfois obtenue pour un même milieu (en présence ou en absence de larve(s)) pourrait 
expliquer que les traitements statistiques ne mettent pas en évidence de différence significative. 
 
 
V.2. Facteurs potentiellement impliqués dans l’évolution du pH des milieux d’essai auxquels 
sont exposés les larves de xénope 
 
L’influence de la présence de larves et de nourriture sur le pH a été étudiée sur l’ensemble des 
milieux d’essai (conditions T- et TDW incluses). Le pH moyen, mesuré à T0 ou à T24, a été comparé 
entre deux groupes définis par les concentrations nominales en Pb(II) et en DWNT (i.e. concentrations 
identiques) mais exempts ou non de larves et de nourriture. Leur présence semble être responsable 
d’une diminution significative du pH moyen à T24 (avant renouvellement des milieux), et ce quelque 
soit le milieu considéré, alors qu’aucune différence significative n’a été mise en évidence à T0 
(données non présentées). Des hypothèses sont fournies dans la partie discussion pour expliquer cette 
dernière observation. En ce qui concerne les résultats obtenus à T24, ils semblent suggérer que la 
présence de larves et de nourriture serait un paramètre agissant sur l’évolution du pH entre deux 
renouvellements des milieux d’essai.  
D’après la comparaison des mesures de pH entre celles effectués à T0 et à T24, au cours de l’essai 
MN DWNT+Pb(II) (figure IV.7), le pH augmente dans les milieux où la concentration nominale en 
Pb(II) est maximale (30 mg/L), mais cette augmentation n’est significative qu’en présence de DWNT 
à la concentration maximale étudiée (10 mg/L). En revanche, il diminue dans les autres milieux d’essai 
mais cette diminution n’est pas significative dans le milieu où la concentration en DWNT est 
minimale (0,1 mg/L) et celle en Pb(II) nulle. Soulignons que la comparaison entre tous les milieux 
d’essai du pH moyen mesuré à T24 ne met en évidence aucune différence significative. Ainsi, quelque 
soit la tendance de l’évolution du pH moyen (augmentation ou diminution) et qu’elle soit significative 
ou non, sa valeur atteint 7,12 ± 0,10. 
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Figure IV. 7 : pH moyen (±écart-type) dans les milieux contrôle (T-, TDW et TPb) et les milieux d’exposition 
DWNT+Pb(II) (DWPb). Mesures effectuées en présence de larves et de nourriture (au cours du bioessai), avant 
et après renouvellement des milieux (respectivement à T24 et T0). 
 
 
V.3. Comparaison des valeurs théoriques et expérimentales relatives à la concentration en 
Pb(II) dissous 
 
Aux vues des résultats de ces traitements statistiques, nous avons choisi de regrouper les données, 
obtenues en présence de larves de nourriture, à saisir en entrée dans l’interface du logiciel Visual 
Minteq (tableau IV.3), selon la concentration nominale en Pb(II) (3 groupes correspondant à 0,1 - 1 -  
30 mg/L de Pb(II)), mais sans tenir compte de la concentration en DWNT (0 – 0,1 – 10 mg/L). Les 
valeurs moyennes de pH et de température mesurés à T24 dans les milieux d’essai, ainsi que les 
concentrations nominales en cations et en anions sont précisées dans le tableau IV.3. 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau IV. 3 : Données saisies en entrée dans l’interface du logiciel Visual Minteq. La composition ionique des 
milieux est identique, mis à part pour les ions Pb
2+
 et NO3
2-
. La solution de Pb(NO3)2 a été ajoutée à l’ER à T0. 
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Les valeurs de pH et de température correspondent à la moyenne (± écart-type), pour chaque groupe, des valeurs 
mesurées dans les milieux d’essai à T24 en présence de larves et de nourriture. 
Paramètres d’entrée 
Données d’entrée relatives au regroupement des milieux 
effectués selon la concentration nominale en Pb(II) (mg/L) 
0,1 1 30 
Concentrations ioniques de l’ER 
(mg/L) 
H
+-
 0,778 
K
+
 2,937 
Na
+
 17,719 
Ca
2+
 80,149 
Mg
2+
 12,155 
Cl
-
 144,444 
CO3
2-
 4,6252 
SO4
2
 48,028 
Concentrations ioniques de la 
solution de Pb(NO3)2 (mg/L) 
Pb
2+ 0.1 1 30 
NO3
-
 0,060 0,599 17,957 
pH moyen (± écart-type) 7,19 ± 0,03 7,16 ± 0,01 6,98 ± 0,05 
Température moyenne (± écart-type) 20,1 ± 0,1 20,2 ± 0,2 19,1 ± 3,7 
 
 
Les résultats de la modélisation de la spéciation du Pb(II) en fonction des valeurs moyennes de pH 
et température, mesurées au cours de l’essai MN DWNT+Pb(II) dans les milieux d’essai dont la 
concentration nominale en Pb(II) est de (i) 0,1 mg/L, (ii) 1 mg/L et (iii) 30 mg/L, ainsi que de la 
composition ionique des milieux, sont présentés dans le tableau IV.4. Précisons que, d’une part, nous 
avons considéré qu’un état d’équilibre thermodynamique était atteint avant renouvellement des 
milieux (T24) et d’autre part, ni la présence de MO ni celle des DWNT dans les milieux n’a été prise en 
compte et donc aucun phénomène d’adsorption n’a été modélisé. 
Les résultats indiquent que, dans ces conditions, la concentration en Pb(II) dissous est comprise 
entre 0,100 et 0,174 mg/L. Les ions Pb
2+
 et les complexes carbonatés PbCO3 constituent les espèces en 
solution prédominantes. Le seuil de solubilité du Pb(II) est atteint dans les milieux dont la 
concentration nominale en Pb(II) est supérieure ou égale à 1 mg/L, ce qui explique l’apparition de 
précipités (cérusite : PbCO3) et l’augmentation de leur quantité avec la concentration nominale en 
Pb(II). Ainsi, le Pb(II) n’apparait que sous forme dissoute dans les milieux où la concentration 
nominale en Pb(II) est de 0,1 mg/L, alors qu’en augmentant cette concentration à 1 mg/L 88,5% du 
Pb(II) total précipite. Quant aux milieux les plus riches en Pb(II) (30 mg/L), ils ne sont composés 
pratiquement que de Pb(II) à l’état de précipités (99,4 % du Pb(II) total). 
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Tableau IV. 4 : Valeurs théoriques de la spéciation du Pb(II) (à l’équilibre) fournies par le logiciel Visual Minteq 
et comparaison (en rouge) des concentrations en Pb(II) dissous théoriques et expérimentales (obtenues à T24 en 
présence de larves et de nourriture). Cérusite : PbCO3. 
 
Valeurs obtenues en regroupant les milieux d’essai 
selon la concentration nominale en Pb(II) (mg/L) 
0,1 1 30 
Précipités de Pb(II) 
(données 
théoriques) 
Concentration (mg/L) 0 0,885 29,827 
% du Pb(II) total 0 88,5 99,4 
Nature - Cérusite Cérusite 
Espèces  
en solution 
(données 
théoriques) 
Concentration (mg/L) 0,100 0,115 0,174 
% du Pb(II) total 100 11,5 0,6 
Espèces prépondérantes : 
Pb
2+
 
Concentration (mg/L) 
% du Pb(II) dissous 
PbCO3 (aq) 
Concentration (mg/L) 
% du Pb(II) dissous 
 
 
0,023 
37,3 
 
0,021 
34,6 
 
 
0,024 
38,7 
 
0,020 
32,4 
 
 
0,005 
7,5 
 
0,009 
12,0 
Pb(II) dissous 
(données 
expérimentales) 
Concentration moyenne 
(± écart-type ; mg/L) 
0,062 ± 0,014 0,143±0,026 0,280±0,033 
% du Pb(II) total 62,3 14,3 0,9 
 
En ce qui concerne les données expérimentales obtenues en dosant le Pb(II) dissous dans les 
échantillons prélevés avant renouvellement des milieux d’essai, la concentration moyenne en Pb(II) 
augmente significativement avec la concentration nominale en Pb(II) et ce indépendamment de la 
présence de DWNT et de leur concentration. En effet, rappelons que les données ont été regroupées 
sans prendre en compte ces 2 facteurs (par exemple, le groupe « 0,1 » rassemble les données mesurées 
dans les milieux TPb0,1 – DW0,1Pb0,1 – DW0,1Pb30). Par ailleurs, cette tendance s’applique 
également pour les valeurs théoriques fournies par le logiciel Visual Minteq, alors que leur 
détermination a été effectuée sans prendre en compte ni les phénomènes potentiels d’adsorption à la 
surface des DWNT, des larves, de leurs excréments, de la nourriture et des parois en verre, ni les 
phénomènes d’absorption du Pb(II) par les larves. Ils sembleraient donc que ces phénomènes, dans la 
mesure où ils existent, n’influencent pas ou, du moins, de manière non significative la spéciation du 
Pb(II). 
En revanche, alors que les valeurs théoriques indiquent que tout le Pb(II) est dissous dans les 
milieux où la concentration nominale en Pb(II) est de 0,1 mg/L, la concentration moyenne en Pb(II) 
dissous mesurée dans ces mêmes milieux mais lors de l’essai MN (valeur expérimentale), et donc en 
présence de larves, est inférieure. En ce qui concerne les milieux dont la concentration nominale en 
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Pb(II) est de 1 et 30 mg/L, elle est respectivement légèrement supérieure et 1,6 fois supérieure à la 
concentration théorique. 
 
 
VI. Discussion 
 
Les résultats de toxicité aiguë, de toxicité chronique et de génotoxicité, obtenus vis-à-vis des larves 
exposées aux témoins DWNT, sont en accord avec ceux des essais précédents [105]. En effet, quelque 
soit la concentration en DWNT bruts étudiée, ces NTC ne semblent pas induire ni de toxicité aiguë ni 
de génotoxicité. De plus, l’exposition des larves à 0,1 mg/L de DWNT bruts n’induit pas de toxicité 
chronique alors que celles exposées à 10 mg/L de DWNT bruts présentent une inhibition significative 
de croissance. Ces effets pourraient exprimer la toxicité mécanique des NTC et seraient 
principalement attribués à l’ingestion de DWNT, dont la quantité varie en fonction de la concentration 
en DWNT présents dans les milieux (observations macroscopiques ; cf. Chapitre III). 
En ce qui concerne les conditions témoins Pb(II), les résultats de toxicité chronique obtenus dans le 
cadre de ces travaux sont en accord avec ceux de Mouchet et al. [194]. En effet, l’exposition des larves 
à 0,1 mg/L de Pb(II) n’induit pas de toxicité chronique alors que celles exposées à 30 mg/L de Pb(II) 
présentent une inhibition significative de croissance. De plus, les larves exposées à 1 mg/L de Pb(II) 
sont, aux termes de l’essai, plus petites que celles de la condition T-, mais cette différence n’est pas 
significative. Par ailleurs, aucune mortalité n’a été observée au niveau des conditions TPb. En 
revanche Mouchet et al. [194] rapportent que cette même concentration induit un taux de mortalité 
significatif (30%). De même, alors que les concentrations étudiées en Pb(II) ne semblent pas induire 
de génotoxicité, Mouchet et al. [194] rapportent une induction significative de MN chez les larves 
exposées à 1 et 30 mg/L. Néanmoins, il n’est pas exclu que, dans le cas de l’essai MN DWNT+Pb(II), 
l’expression de la réponse génotoxique suite à une exposition chronique à 30 mg/L de Pb(II) soit 
masquée par une activité mitotique anormalement basse (index mitotique significativement inférieur à 
celui des larves de la condition T-).  
D’après l’ensemble des résultats obtenus suite à l’essai MN DWNT+Pb(II), la co-exposition des 
larves de xénope à des DWNT et du Pb(II) ne semble pas moduler significativement les réponses 
biologiques évaluées individuellement en termes de taux de mortalité. Par ailleurs, les larves exposées 
simultanément à des DWNT et du Pb(II) présentent une inhibition de croissance significative par 
rapport aux larves de la condition T-, exceptées celles exposées simultanément à la plus faible 
concentration en DWNT (0,1 mg/L) et la plus faible concentration en Pb(II) (0,1 mg/L). Cependant, 
une inhibition de croissance significative par rapport au T- n’a été observée qu’en présence de 
10 mg/L de Pb(II) ou 30 mg/L de DWNT. Des effets synergiques significatifs entre les DWNT et le 
Pb(II) ne seraient donc induits qu’en présence de 0,1 mg/L de DWNT et 1 mg/L de Pb(II). Enfin, il 
apparait clairement que l’exposition simultanée à des DWNT et du Pb(II) est responsable de 
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l’expression de génotoxicité au niveau des érythrocytes des larves exposées (effet synergique), alors 
que l’induction de MN n’est pas significative chez les larves exposées uniquement aux DWNT ou au 
Pb(II) dans les conditions d’essai. Soulignons néanmoins que nous n’avons pas mis en évidence 
d’effet génotoxique au niveau des érythrocytes des larves exposées à 0,1 mg/L de DWNT et 30 mg/L 
de Pb(II), ainsi que celles exposées à 10 mg/L de DWNT et 1 ou 30 mg/L de Pb(II). Or, l’index 
mitotique des érythrocytes de ces larves est significativement inférieur à celui des larves de la 
condition T-, alors que la formation des MN est directement dépendante de l’activité mitotique des 
érythrocytes dans le sang circulant des animaux. Il se pourrait donc que la toxicité chronique induite 
par ces conditions de co-exposition masque la génotoxicité en inhibant la formation des MN dans le 
sang des larves. 
 
Des prélèvements et des mesures de pH et de température ont été effectués au cours de l’essai MN 
DWNT+Pb(II), et donc en présence de larves et de nourriture, dans l’ensemble des milieux d’essai, 
avant et après leur renouvellement (désignés respectivement par T24 et T0). Les échantillons de milieu 
ont été filtrés puis dosés afin de déterminer la concentration en Pb(II) dissous. Le même protocole 
d’échantillonnage et de mesure a été effectué dans les milieux d’essai mais exempts de larve et de 
nourriture. Le dosage du plomb dissous permet de déterminer la concentration en ions Pb
2+
 et en 
complexes solubles formés avec les anions en présence. Le Pb(II) non dosé correspond donc, dans le 
cas des milieux exempts de larves et de nourriture, au Pb(II) précipité et potentiellement adsorbé aux 
parois des cristallisoirs, ainsi qu’au Pb(II) potentiellement adsorbé aux DWNT si ces derniers sont 
présents dans le milieu. Dans le cas des milieux d’essai (présence de larves et de nourriture), il faut 
ajouter le Pb(II) potentiellement adsorbé aux particules de nourriture, aux larves et à leurs excréments, 
ainsi que celui ingéré et absorbé par les larves. 
Nous avons vérifié que la concentration en Pb(II) dissous dans le milieu contrôle T- et les milieux 
contrôles DWNT (TDW0,1 et TDW10) était nulle. 
D’une manière générale, les résultats de dosage du plomb dissous dans les milieux d’essais sont en 
accord avec les observations visuelles effectuées au niveau des cristallisoirs. En effet, lors de l’ajout de 
la solution aqueuse (eau ultra-pure) de (PbNO3)2, la composition ionique du milieu (ER) et le pH sont 
modifiés, ce qui induit un déplacement de l’équilibre des espèces chimiques. Il est caractérisé par 
l’apparition d’ions plomb, tels que PbOH+ et Pb(CO3)2
2-
, et de complexes solubles, tels que des 
hydrocomplexes et des complexes carbonatés. Une fois le seuil de solubilité du Pb(II) atteint, les ions 
Pb
2+
 précipitent avec des anions, ce qui conduit à la formation d’un composé solide blanc. Il s’agit 
probablement essentiellement des ions carbonates CO3
2-
 avec lesquels ils forment de la cérusite 
(PbCO3). Le seuil de solubilité dépend de la composition ionique et du pH du milieu. D’après les 
observations visuelles, il serait atteint instantanément et, à en juger par la variation d’intensité de 
l’opacité des milieux en fonction de la quantité de Pb(II) ajouté, la quantité de précipité augmente avec 
cette dernière. 
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Par ailleurs, la présence de DWNT aux concentrations étudiées (0,1 et 10 mg/L) n’influerait pas 
significativement sur la concentration en Pb(II) dissous. D’après Salam et al. [196], la capacité 
d’adsorption maximale des ions plomb (concentration initiale de 1 mg/L) en milieu aqueux (pH = 7, 
force ionique : 0,1 M KNO3) par des MWNT (concentration de 12,5 g/L) serait atteinte rapidement 
(approximativement en 15 min). Ces auteurs indiquent également qu’elle augmenterait avec la 
concentration en MWNT (relation non linéaire), car cette dernière fournirait une plus grande surface 
de contact et davantage de sites d’adsorption. Précisons qu’aucun traitement post-synthèse, tels que 
l’oxydation des MWNT engendrant leur fonctionnalisation, n’est rapporté. Ainsi, la quantité de Pb(II) 
adsorbé par rapport à la quantité initiale passerait de 37,6 à 65,5 % de Pb(II) adsorbé, en augmentant la 
concentration en MWNT respectivement de 2,5 à 12,5 g/L. Or, la surface spécifique de ces NTC est 
seulement de 61,5 m
2
/g (méthode BET), alors que celle des DWNT synthétisés au CIRIMAT atteint 
980 m
2
/g. La transposition des résultats obtenus par Salam et al. en termes de surface spécifique 
indique que la présence de 157 et 786 mg/L de DWNT (5 à 26 fois plus élevée que la concentration 
d’exposition maximale en DWNT des larves de xénope) dans une solution aqueuse, à pH 7, composée 
de 1 mg/L de Pb(II) apportés sous forme ionique, piègerait respectivement 37,6 et 65,5 % du Pb(II) 
total. Bien que la relation entre la concentration en DWNT et leur capacité d’adsorption du Pb(II) ne 
soit pas linéaire, nous pouvons faire l’hypothèse que dans le cadre de notre étude, l’adsorption d’ions 
Pb
2+
 par les DWNT est minimale, voire négligeable, par rapport à leur précipitation. 
Enfin, nous avons montré, que lorsque la présence de DWNT n’était pas prise en compte, la 
concentration moyenne en Pb(II) mesurée dans les milieux d’essai, en présence de larves et de 
nourriture, avant leur renouvellement, augmentait significativement avec la concentration en Pb(II) 
nominale. Cependant, le rapport entre la concentration moyenne en Pb(II) dissous et la concentration 
nominale en Pb(II) semble diminuer significativement avec l’augmentation de la concentration par 
rapport à celle en Pb(II) total. En d’autres termes, la teneur en précipité augmenterait avec la 
concentration en Pb(II) total. Ceci explique en partie que la quantité de précipités ingérés par les larves 
et mis en évidence, sous loupe binoculaire, dans leur intestin, aux termes des 12 jours d’exposition, 
augmente avec la concentration nominale en Pb(II). Une autre hypothèse peut être avancée pour 
expliquer la variation de la quantité de précipités présents dans l’intestin des larves. En effet, bien que 
les phénomènes potentiels d’adsorption du Pb(II) dissous par les larves, leurs excréments, la nourriture 
et les parois en verre des cristallisoirs n’influeraient pas ou non significativement sur la spéciation du 
Pb(II), nous n’excluons pas pour autant que de tels phénomènes se produisent. De ce fait, des DWNT, 
de la nourriture et des excréments contaminées par du Pb(II) pourraient être ingérés par les larves de 
xénope. 
Or, les travaux de Rice et al. [205], relatifs à l’exposition de larves de grenouille taureau (Rana 
catesbeina), pendant 7 jours, à une concentration en Pb(II) maintenue à 1,0 ± 0,1 mg/L, ont permis de 
mettre en évidence que la voie digestive constituerait la principale voie d’entrée du plomb chez les 
larves d’amphibien anoure. Cependant, contrairement à l’hypothèse d’une contamination préférentielle 
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au Pb(II) via l’ingestion de sédiments contaminés, proposée par d’autres auteurs [206], [207], [208], 
[209], Rice et al. montrent que l’absorption de Pb(II) par les larves d’amphibien serait plutôt liée à 
l’ingestion d’eau contaminée par du Pb(II) qu’à celle de nourriture contaminée au Pb(II). Par ailleurs, 
ils ont déterminé que plus de 90% du Pb(II) mesuré au niveau des larves entières est présent au niveau 
du tube digestif de Rana catesbeina. En prenant en compte ceci et le fait que les larves d’amphibien 
anoure ont des capacités d’assimilation très faibles [210], ils avancent que, bien que d’importantes 
quantités de Pb(II) soient ingérées par les larves en même temps que de l’eau et transitent dans la 
lumière intestinale, seules de très faibles quantités de Pb(II) sont susceptibles de traverser la paroi 
intestinale et d’être bioaccumulées. Précisons que les auteurs n’apportent pas les éléments nécessaires 
pour des flux de Pb(II) absorbés par voie cutanée et/ou branchiale. Enfin, ils ne mentionnent pas la 
présence de précipités de Pb(II), ni dans les milieux d’exposition ni dans l’intestin des larves 
d’amphibien. 
Bien que les larves de xénope soient exposées majoritairement voire presque exclusivement (dans 
le cas de milieux composés de 30 mg/L de Pb(II) total) à du Pb(II) sous forme de précipités, le risque 
d’intoxication serait donc davantage liée à la concentration en Pb(II) dissous, et notamment en ions 
Pb
2+
 qui sont absorbés principalement par voie cutanée et par voie branchiale [193].  
 
Les résultats de dosage du Pb(II) des échantillons prélevés au cours de l’essai MN DWNT+Pb(II) 
indiquent une diminution de la concentration en Pb(II) dissous après renouvellement des milieux 
d’essai, quelque soit la concentration nominale en Pb(II). Cependant, cette tendance n’est pas 
significative dans les milieux où la concentration nominale en plomb est de 30 mg/L. L’hypothèse 
avancée pour expliquer qu’elle n’évolue pas dans ces milieux est que la distribution des données est 
trop large pour mettre en évidence une différence significative entre T0 et T24. Concernant l’évolution 
du pH entre deux renouvellements des milieux, il semble qu’il diminue significativement au cours du 
temps sauf dans le milieu contenant uniquement de 0,1 mg/L de DWNT, où la diminution n’est pas 
significative, et dans les milieux pour lesquels la concentration nominale en Pb(II) correspond à la 
concentration maximale étudiée, où il augmente. Cependant cette augmentation n’est significative 
qu’en présence de 10 mg/L de DWNT. Notons qu’une sévère intoxication des larves, en termes de 
toxicité chronique et de génotoxicité, a été mise en évidence chez celles exposées simultanément à 10 
mg/L de DWNT et 30 mg/L, alors que la présence de 0,1 mg/L de DWNT ne semble induire aucune 
toxicité significative par rapport au T-. Enfin, bien que le pH moyen augmente dans certains milieux, 
diminue dans d’autres, et que son évolution soit significative ou non, sa valeur à T24 d’un milieu à 
l’autre n’est pas significativement différente. Il évolue ainsi jusqu’à une valeur neutre  (7,12 ± 0,10). 
Or, le taux d’absorption d’ions Pb2+ par des organismes aquatiques (e.g. poissons [193], [211]) serait 
maximal à pH 7,0 et tendrait à diminuer à pH 6,0 ou 8,0. La diminution du pH étant liée à 
l’augmentation de la concentration en ions H+ dans le milieu d’exposition, son acidification 
augmenterait la compétition entre les ions H
+
 et Pb
2+
 et conduirait ainsi à la diminution du taux 
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d’absorption par voie cutanée et/ou branchiale des ions Pb2+. En ce qui concerne le mécanisme 
expliquant que l’augmentation du pH conduit au même phénomène (diminution du taux d’absorption 
des ions Pb
2+
), il s’agit simplement de la diminution de la concentration en ions Pb2+, la spéciation 
étant contrôlée notamment par le pH. 
 
 
Comme nous l’avons précisé auparavant, quelque soit la concentration en DWNT, leur présence ne 
module pas significativement la concentration moyenne en Pb(II) dissous. De plus, ils ne semblent pas 
intervenir significativement dans l’évolution du pH au cours du temps. 
En revanche, la présence de larves et de nourriture semble induire une diminution de la 
concentration en Pb(II) dissous à T24 par rapport à celle mesurée en leur absence. Cette diminution 
n’est cependant pas significative en présence de 0,1 mg/L de DWNT et 0,1 ou 1 mg/L de Pb(II) total, 
ainsi qu’en présence de 10 mg/L de DWNT et 30 mg/L de Pb(II) total. La large distribution des 
données et/ou la présence d’espèces dissoutes de Pb(II) à des concentrations inférieures au seuil de 
détection dans certains milieux exempts de larves pourraient expliquer qu’une différence significative 
ne puisse être mise en évidence. D’autre part, la présence de larves et de nourriture induirait une 
diminution significative du pH moyen mesuré à T24 par rapport à celui mesuré dans les milieux 
exempts de larves et de nourriture. Cette baisse du pH pourrait être liée à la respiration des larves, et 
notamment au rejet de CO2, ainsi qu’à l’excrétion de MO solides et liquides. Concernant la 
comparaison des moyennes relatives à la concentration en Pb(II) dissous et au pH mesurés à T0, entre 
les milieux exempts ou non de larves et de nourriture, des différences significatives ont été mises en 
évidence au niveau de la concentration en Pb(II) dissous mais aucune au niveau du pH. Pour expliquer 
ceci rappelons que les mesures de pH des milieux exempts de larve et de nourriture ont été effectuées 
directement après le renouvellement des milieux (c'est-à-dire l’ajout de la SM de DWNT dans un 
faible volume d’ER, puis d’environ 1 L d’ER avant celui de la SM de Pb(II) et enfin l’ajustement du 
milieu à 2L), mais après les prélèvements d’échantillon de milieux. En ce qui concerne les 
prélèvements de milieu et les mesures de pH réalisés au cours de l’essai MN DWNT+Pb(II), ils n’ont 
été effectués qu’après renouvellement des milieux et réintroduction des larves (individuellement). Le 
temps nécessaire pour réaliser cette dernière étape pourrait avoir été suffisamment long et la 
modification de la nature et de la concentration des espèces chimiques induites par l’ajout du Pb(II) 
suffisamment rapide pour expliquer que des différences significatives aient été mises en évidence au 
niveau de la concentration en Pb(II) dissous. Par opposition, une évolution du pH assez lente pourrait 
expliquer que le pH moyen mesuré à T0 dans les milieux exempts de larve et de nourriture ne soit pas 
significativement différent de celui mesuré après réintroduction des larves. Il aurait donc été préférable 
d’effectuer les prélèvements d’échantillons de milieu et les mesures de pH au cours de l’essai MN 
avant de réintroduire les larves. 
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 Chapitre V : Investigation de nouvelles voies de détection 
ou de dosage des NTC dans le vivant 
 
I. Introduction 
 
Suite à l’exposition de larves de xénope à des NTC, nous avons pu clairement mettre en évidence 
leur ingestion par ces organismes et leur transit dans le tube digestif. Des NTC isolés ont été localisés 
dans des entérocytes suite à des observations en MET de coupes UF d’intestin. Cependant la mise en 
évidence de NTC en bordure de coupe suggère que l’observation de ces coupes est biaisée du fait de 
l’entrainement de NTC par le couteau en diamant lors de leur préparation. De plus, au cours de 
l’analyse par spectroscopie Raman de coupes plus épaisses, mais préparées selon le même protocole 
que celui appliqué aux coupes UF, des signaux correspondant aux bandes caractéristiques des NTC 
ont été identifiés. Ils attestent de la présence de NTC dans la lumière intestinale et la perte de ces 
signaux, une fois les microvillosités franchies, suggère que les NTC ne les traversent pas. La matrice 
biologique émettant un « bruit de fond » non négligeable, la sensibilité de cette technique et son 
aptitude à détecter des NTC isolés dans des entérocytes, tels que ceux observés en MET, est cependant 
remise en question. A ce jour, nous ne pouvons donc pas prouver que la paroi intestinale constitue une 
barrière naturelle totalement étanche vis-à-vis de leur transfert vers d’autres organes. 
Par ailleurs, nous soupçonnons leur accumulation au niveau des corbeilles branchiales de larves de 
xénope. Celle-ci est en effet visible sous binoculaire chez des larves après leur exposition dans 
certaines conditions d’essai (cf. Chapitre III). En revanche leur présence n’a pus être mise en évidence 
par les techniques précédemment utilisées. Nous ne disposons donc d’aucun élément nous permettant 
d’affirmer ou d’infirmer que ces organes constituent des voies d’entrée pour les NTC. 
L’effet mécanique et donc indirect des NTC ingérés [88], [113] et piégés par les branchies [115] a 
été suggéré pour expliquer les effets toxiques observés suite à l’exposition des larves à ces NP. La 
question de savoir si le sang peut constituer un vecteur pour la translocation des NTC et leur 
bioaccumulation dans des organes internes tels que le foie reste toujours sans réponse. Nous restons en 
effet limités par la sensibilité et la résolution de la MET et de la spectroscopie Raman, et d’une 
manière générale par le fait que les NTC sont composés presque exclusivement de carbone, qui est un 
des éléments majeurs constituant les matrices biologiques. Cette dernière caractéristique limite 
également leur détection et leur dosage dans le vivant.  
 
Nous avons étudié une piste d’investigation originale, qui consiste à détecter la présence de NTC 
enrichis en
13
C en évaluant le rapport 
13
C/
12
C au niveau du sang et du foie de larves exposées à ces 
NTC. Nous espérons ainsi, contrairement à ce qui peut se produire avec les techniques de 
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fonctionnalisation covalente des NTC par un chromophore par exemple, conserver intacte les 
propriétés physico-chimiques et donc des interactions comparables aux NTC composés de 
12
C. De 
plus, cet isotope du carbone est non radioactif contrairement au 
14
C, qui est généralement utilisé pour 
le même type d’études mais dont les conditions de manipulation sont très restrictives. 
Le développement de cette nouvelle technique implique de répondre aux questions suivantes. 
L’analyse isotopique est elle une technique suffisamment sensible pour la détection de NTC chez de 
tels organismes ? Si oui, est-il nécessaire d’enrichir les NTC en 13C et à quelle hauteur ? Enfin quel(s) 
type(s) d’échantillon(s) biologique(s) faut-il cibler et quel protocole est-il préférable d’adopter pour les 
conditionner et les analyser ? 
Pour ce faire, les larves ont été exposées à des NTC de teneur variable en 
13C. D’une part, la 
synthèse de DWNT à partir de 
13
C-CH4, mais également de 
12
C-CH4, a été effectuée à partir du 
protocole développé par Flahaut [40]. D’autre part, la synthèse alcoolique de MWNT a été réalisée à 
partir des travaux de thèse de Landois [140]. Son avantage tient à l’utilisation d’EtOH en tant que 
source de carbone facilement accessible et beaucoup plus simple en termes de mise en œuvre par 
rapport aux gaz carbonés classiquement utilisés. De manière à obtenir des MWNT marqués au 
13
C, 
l’EtOH utilisé pour obtenir des 12C-MWNT, a été enrichi par ajout de 13C-EtOH (13CH3-
12
CH2-OH). 
Les conditions d’exposition des larves de xénope ont été définies de manière à pouvoir tester la 
faisabilité de la détection par analyse isotopique de NTC au niveau du sang et du foie de ces 
organismes, de discuter de son efficacité en fonction du taux d’enrichissement des NTC en 13C et enfin 
de proposer un protocole d’analyse d’échantillons biologiques préférentiels. 
La première partie de ce chapitre est consacrée à ces études préliminaires. 
 
La seconde partie est dédiée au dosage de DWNT au sein d’une matrice biologique à l’aide d’une 
technique d’analyse novatrice. Cette technique a été développée par l’équipe MH2F du LAAS-CNRS 
(Laboratoire d’Analyse et d’Architecture des Systèmes du CNRS, Toulouse), au sein de laquelle 
travaillent David Dubuc et Katia Grenier. 
Cette équipe effectue des recherches visant à développer de nouveaux systèmes d’analyse et de 
diagnostic biologique et médical, sous très faible volume (i.e. gamme du nano-litre) voire à l’échelle 
de la cellule. Pour ce faire, la microfluidique a été combinée à des microsystèmes utilisant des ondes 
électromagnétiques (EM) dans la gamme des HF (hyperfréquences ou micro -ondes ; ~ 0,1–100 GHz). 
Cette gamme de fréquences permet en effet une totale pénétration des ondes dans les substances 
biologiques, sans nécessiter de marqueur ou de contact avec les électrodes. Les travaux de cette équipe 
ont montré que l’amplitude et la phase du signal EM sont modifiées par les caractéristiques 
diélectriques de la substance biologique étudiée. L’étude de l’interaction entre les ondes HF et des 
cellules en suspension dans un milieu liquide permettrait ainsi la détection et la quantification de ces 
dernières, voire leur identification selon leur état (vivante, morte, cancéreuse). 
Thèse de doctorat – F. Bourdiol 
185 
Notre collaboration avec David Dubuc et Katia Grenier s’inscrit dans l’exploitation des propriétés 
diélectriques de suspensions biologiques (larves entières ou intestins de xénope) contenant ou non des 
DWNT (larves exposées ou non à des DWNT). En étudiant ces propriétés diélectriques et plus 
précisément leur spectre dans le domaine HF, nous espérons ainsi que la signature électrique des 
suspensions permette d’accéder au dosage des DWNT au niveau des échantillons biologiques 
analysés. 
 
 
 
II. Développement d’une technique de détection de DWNT et de MWNT enrichis en 13C par 
dosage isotopique d’échantillons de larves de xénope exposées à ces NTC 
 
Cette partie détaille en premier lieu les protocoles de synthèse des DWNT et des MWNT enrichis 
ou non en 
13
C auxquels ont été exposées les larves de xénope. Les DWNT synthétisés à partir de 
12
C-
CH4 (noté CH4) et ceux synthétisés à partir de 
13
C-CH4 (noté CH4*) sont désignés respectivement par 
DW12C et DW13C. De façon similaire, les MWNT synthétisés à partir de 
12
C-EtOH (noté EtOH) et 
ceux synthétisés à partir d’EtOH enrichi en 13C-EtOH (EtOH/EtOH*=1,7/1) sont désignés 
respectivement par MW12C et MW13C. Enfin, les acronymes NTC12C et NTC13C seront utilisés 
pour distinguer les DW12C et les MW12C des DW13C et des MW13C. Des analyses ont permis 
d’accéder à leurs caractéristiques principales. Elles sont comparées, à titre informatif, aux DWNT et 
MWNT ayant fait l’objet d’études écotoxicologiques, dont les résultats sont présentés dans les 
Chapitres III et IV. 
Le protocole d’exposition des larves à ces NTC est ensuite justifié et détaillé. Les résultats relatifs à 
l’évaluation des toxicités aiguë et chronique sont donnés à titre de comparaison avec les DWNT et 
MWNT bruts étudiés auparavant. Les mesures δ13C obtenues suite à l’analyse des échantillons de sang 
et de foie sont présentées et discutées, afin de répondre aux questions posées dans l’introduction. 
 
 
II.1. Synthèse des DWNT par CCVD au méthane 
II.1.1. Protocole de synthèse 
 
La synthèse de DWNT est réalisée au CIRIMAT par CCVD de CH4 sur une poudre de catalyseur 
de composition élémentaire Mg0,99(Co3/4Mo1/4)0,01O (cf. Chapitre II, I.1.1, I.1.2 et I.2.1). De manière à 
diminuer le volume de CH4 utilisé pendant le cycle de CCVD et ainsi limiter la quantité de CH4* 
nécessaire pour la synthèse des DW13C, le protocole de synthèse a été légèrement modifié, mais la 
nature du catalyseur et le montage expérimental restent inchangés (cf. Chapitre II, figure II.3). Le 
cycle de synthèse est le suivant : 
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1. Chauffage jusqu’à 300°C (5°C/min), sous H2 ; 
2. Chauffage jusqu’à 1000°C (5°C/min), sous H2/CH4 ou H2/CH4*; 
3. Refroidissement jusqu’à 600°C, sous H2/CH4 ou H2/CH4*; 
4. Refroidissement jusqu’à la température ambiante, sous N2. 
 
Précisons que le CH4* utilisé pour la synthèse des DW13C est composé, d’une part, de plus de 
99,5% de CH4, 39 ppm de N2 et 42 ppm de CO et, d’autre part, que 99,2 % du C correspond à 
l’isotope lourd (13C ; données fournisseur, analyses effectuées par spectrométrie de masse en phase 
gazeuse). 
Une série de caractérisations a été effectuée pour juger des impacts éventuels de ces modifications. 
Le paragraphe suivant décrit les caractéristiques principales des DW12C et DW13C et les compare à 
celles des DWNT synthétisés selon le protocole de CCVD « classique », désignés sous le terme 
DWNT. 
 
 
II.1.2. Caractérisation des DWNT 
 
D’après les observations réalisées en MET (figure V.1), quelque soit le protocole utilisé et la 
nature du CH4, la synthèse aboutit à la formation de DWNT arrangés en longs faisceaux, ainsi que de 
carbone désorganisé. Les sous-produits catalytiques semblent néanmoins plus abondants au niveau des 
DW12C et des DW13C que des DWNT. 
Les teneurs en C, en Co et Mo (sous-produits métalliques principaux) de ces NTC sont données 
dans le tableau V.1. D’une part, la teneur en C des DW13C est inférieure à celle des DW12C, elle-
même inférieure à celle des DWNT. En contrepartie, la tendance est inversée vis-à-vis de la teneur en 
impuretés métalliques, ce qui confirme les observations réalisées au MET. Quelque soit la nature des 
DWNT, la teneur en Co est toujours supérieure à celle en Mo. Ceci est en accord avec le fait que le 
catalyseur est plus riche en Co qu’en Mo. 
 
 
Tableau V. 1 : Résultats de l’analyse élémentaire des DWNT synthétisés par CCVD « classique », des DW12C 
et des DW13C. 
Teneur massique (%) DWNT DW12C DW13C 
C 92,13 ± 0,46 90,64 ± 1,81 82,38 ± 1,65 
Co 3,00 ± 0,15 3,75 ± 0,19 5,06 ± 0,25 
Mo 0,90 ± 0,04 1,20 ± 0,06 1,32 ± 0,07 
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Figure V. 1 : Images MET de (A) DW12C et (B) 
DW13C. Comparaison avec (C) des DWNT 
synthétisés selon le protocole de CCVD « classique ». 
 
 
 
Figure V. 2 : Spectres Raman des DW12C et des DW13C. Comparaison avec le spectre Raman des DWNT.  
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D’après les spectres Raman (figure V.2), le rapport d’intensité entre la bande D et la bande G des 
DW12C et des DW13C est sensiblement le même ; à savoir respectivement 0,10 ± 0,03 et 0,06 ± 0,03. 
Ces valeurs sont inférieures à celle des DWNT (0,24 ± 0,09). La modification du protocole de 
synthèse a donc pour conséquence un léger enrichissement en sous-produits métalliques des DWNT 
synthétisés (DW12C et DW13C), ainsi qu’une légère amélioration de leur qualité structurale. 
Par ailleurs, nous observons un décalage vers les basses fréquences des bandes D, G et G’2D des 
DW13C par rapport à celles des DW12C (figure V.2). Il est du à la présence de 
13
C, dont la masse 
atomique est plus importante (1 neutron supplémentaire par atome de carbone) que celle du 
12
C. 
En faisant l’hypothèse que les atomes de carbone constituant DW12C sont tous des 12C, il est 
possible de déterminer la teneur en 
12
C (x) et en 
13
C (1-x) des DW13C par rapport au carbone total. 
Pour cela il convient d’utiliser l’équation V.2 [212] (qui a également été appliquée aux MW12C et 
aux MW13C ; cf. II.2.2. Caractérisation des MWNT). 
 
x=1
dw 12
= -1
w 12x +13(1- x)
 (V.1) 
avec x x=1dw = w - w , où xw , valeur du nombre d’ondes (cm
-1
) correspondant au pic de la bande G des 
DW13C (ou des MW13C) et x=1w , valeur du nombre d’ondes (cm
-1
) correspondant au pic de la bande G des 
DW12C (ou des MW12C) ; 
12
12 13
C
x =
C + C
, teneur en 
12
C des DW13C (ou des MW13C) par rapport à la teneur en C total ; 
13
12 13
C
1- x =
C + C
, teneur en 
13
C des DW13C (ou des MW13C) par rapport à la teneur en C total. 
 
(V.1) 
2
x=1
12
x = 13 -
dw
+1
w
 
 
 
 (V.2) 
 
D’après les valeurs obtenues en spectroscopie Raman et l’équation 2, les rapports expérimentaux 
de la teneur en 
12
C et 
13
C des DW13C par rapport à celle en C total sont respectivement 4,58 et 
95,42 %. Le remplacement du CH4 par du CH4* permet donc la synthèse de DWNT composés 
pratiquement exclusivement de 
13
C. Ces teneurs sont par ailleurs légèrement inférieures à la 
composition isotopique de la source de carbone (0,8 % de 
12
C et 99,2 % de 
13
C). 
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II.2. Synthèse des MWNT par CCVD alcoolique 
II.2.1. Protocole de synthèse des MW12C et des MW13C 
 
Les travaux de thèse de Landois [140] ont fait l’objet du développement d’un procédé de synthèse 
de NTC par CCVD plus simple, moins contraignant et moins couteux que ceux classiquement utilisés 
au CIRIMAT et qui mettent en œuvre des hydrocarbures, tels que le CH4, comme source de carbone. Il 
avait été choisi pour ce faire de ne pas ajouter H2 (activation du catalyseur) et d’utiliser comme source 
de carbone de l’EtOH pour travailler à plus basse température (température de décomposition de 
l’EtOH très inférieure à celle du CH4 notamment).  
Notre objectif étant de synthétiser des NTC à partir d’un faible volume d’EtOH* (quelques mL), 
nous avons repris le montage expérimental utilisé par Landois (cf. Chapitre II, figure II.5) et les 
paramètres de synthèse retenus aux termes de son étude et aboutissant à la production de NTC 
(majoritairement) mais également de NF et de voile de carbone. 
L’EtOH, stocké dans un flacon baignant dans un bain d’huile thermostaté à 30°C, est entrainé par 
un flux de N2 (3L/h) vers le réacteur. Une nacelle en alumine contenant la poudre de catalyseur repose 
au centre du réacteur. Cette dernière a été préparée par imprégnation de MgO à l’aide de nitrates de Co 
et de Mo (Co/Mo/MgO = 1,6/0,8/97,6 %m), puis calcinée sous air (450°C, 1h) avant d’être introduite 
dans le réacteur. Le flux de N2 et donc l’entrainement d’EtOH est constant du début à la fin du cycle 
thermique (i.e. refroidissement jusqu’à température ambiante). Ce dernier comprend un palier de 30 
minutes à 850°C atteint après une élévation de la température à la vitesse de 300°C/h. Les NTC sont 
enfin extraits à partir de la poudre composite obtenue par traitement acide (HCl, cf. Chapitre II, I.3 
Extraction et filtration des NTC à partir de la poudre nanocomposite). 
 
Nous avons tenté de diminuer le volume d’EtOH utilisé au cours d’un cycle de synthèse sans pour 
autant baisser le rendement de synthèse et la qualité structurale des NTC. En premier lieu, le flacon 
contenant l’EtOH a été remplacé par un flacon de contenance réduite pour optimiser la décomposition 
sur le catalyseur de l’EtOH évaporé et diminuer les pertes d’EtOH. 
Des essais ont ensuite été effectués en limitant la durée d’approvisionnement du catalyseur en 
EtOH. Trois cycles de synthèse ont été étudiés en comparant les teneurs massiques en C des poudres 
composites (%Cpc) et des NTC extraits (%Ce), ainsi que leur qualité structurale par spectroscopie 
Raman (i.e. détermination du rapport d’intensité des bandes D et G, ID/IG) et par observations en MET. 
Le premier protocole (noté A’) reprend les conditions opératoires retenues par Landois (noté A). Au 
cours du second (noté B), l’EtOH n’a été introduit qu’à partir d’une température de 300°C et 
l’approvisionnement en EtOH a été arrêté à 300°C pendant l’étape de refroidissement du réacteur. 
Enfin, ce protocole a été repris mais l’approvisionnement en EtOH a été stoppé durant toute la durée 
du refroidissement du réacteur (i.e. dès la fin du palier à 850°C ; protocole noté C). 
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Figure V. 3 : Influence de la durée d’approvisionnement du réacteur en EtOH sur la teneur massique en carbone 
de la poudre composite (%Cpc) et des NTC extraits (%Ce), ainsi que sur la qualité structurale de ces derniers 
(ID/IG). Réacteur approvisionné en EtOH pendant (A et A’) toute la durée du cycle, (B) à partir de 300°C en 
montée et jusqu’à la même température en descente et (C) à partir de 300°C en montée et pendant toute la durée 
du palier à 850°C. Les valeurs relatives à A ont été obtenues dans le cadre de la thèse de Landois [140]. 
 
Tout d’abord, soulignons que les caractéristiques des NTC rapportées par Landois diffèrent 
significativement de celles des NTC synthétisés selon le même protocole. La teneur en C des NTC a 
été significativement augmentée (figure V.3) mais nous n’avons pas conservé la qualité structurale 
obtenue par Landois, comme en témoignent les rapports d’intensité entre les bandes D et G (ID/IG) 
obtenus par spectroscopie Raman. Les observations en MET révèlent également la présence de 
carbone désorganisé en quantité plus abondante (figure V.4). La modification de l’appareillage et le 
changement d’expérimentateur, intervenant notamment sur la préparation de la poudre de catalyseur, 
la calibration et le réglage du débitmètre, peuvent expliquer en partie ces variations. Par exemple, la 
poudre de catalyseur préparée selon le protocole établi par Landois présente des teneurs en Co et Mo 
légèrement supérieures à celles désirées : 1,87 ± 0,09 %m Co et 0,91 ± 0,05 %m Mo au lieu de 
1,6 %m Co et 0,8%m Mo. Or d’après les travaux de Landois [140], l’augmentation de leur teneur tend 
à favoriser la formation de NF au détriment de la synthèse de NTC. Ceci va dans le sens d’une 
augmentation du rapport ID/IG. 
La diminution de la durée d’approvisionnement en EtOH opérée entre le protocole A’ (figure V.3) 
et B (figure V.3) ne semble pas avoir d’influence significative tant au niveau de la teneur en C 
(figure V.3) des poudres composites et des NTC extraits qu’en termes de qualité structurale 
(figures V.3 et 4). En revanche le non-approvisionnement en EtOH durant toute la période de 
refroidissement du réacteur contribue à une diminution de la teneur en C et à l’apparition d’une 
hétérogénéité des espèces produites au sein de l’échantillon. En effet, alors que ce dernier apparait noir 
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en surface, il reste gris clair en profondeur. L’approvisionnement en EtOH durant au moins une partie 
du refroidissement est donc indispensable. 
 
  
  
Figure V. 4 : Images MET de NTC extraits obtenus en modifiant la durée d’approvisionnement en EtOH du 
réacteur. (A’) pendant toute la durée du cycle, (B) à partir de 300°C en montée et jusqu’à la même température 
en descente et (C) à partir de 300°C en montée et pendant toute la durée du palier à 850°C. (A) Comparaison 
avec un cliché pris par Landois lors de l’observation des NTC synthétisés selon le protocole retenu aux termes de 
ces travaux. 
 
Le protocole B a donc été retenu pour poursuivre les essais. Par ailleurs, de manière à limiter 
significativement la teneur en impuretés carbonées, nous avons réalisé des synthèses en ajoutant du 
MeOH à l’EtOH. La décomposition de ce dernier produirait en effet des radicaux oxygénés qui, du fait 
de leur propriétés oxydantes, permettrait de remplir cet objectif [46]. Des synthèses ont donc été 
réalisées à partir d’un mélange EtOH et de MeOH en proportion variable : à savoir EtOH/MeOH = 
0,8/0,2 (v/v) et EtOH/MeOH = 0,2/0,8 (v/v). 
D’après les observations réalisées au MET (figure V.5), quelque soit l’enrichissement du mélange 
en MeOH, sa présence n’empêche pas la formation de carbone désorganisé, mais semble la limiter. 
Ainsi, les espèces filamenteuses synthétisées en présence de MeOH semblent cependant débarrassées 
des sous-produits carbonés que l’on distingue à la surface de celles synthétisés en présence d’EtOH 
seulement. Cependant, la diminution de la teneur en EtOH semble favoriser la formation de NF au 
détriment de NTC. Cette observation est en accord avec l’observation de l’augmentation du rapport 
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ID/IG des échantillons obtenus en présence de MeOH (figure V.6). Enfin, il semble que le diamètre des 
espèces filamenteuses obtenues en présence d’un mélange pauvre en EtOH soit plus uniforme mais 
néanmoins plus important. 
 
  
  
  
Figure V. 5 : Images MET de NTC extraits obtenus à partir (A) d’EtOH, (B) d’un mélange constitué de 80% 
d’EtOH et 20% de MeOH, (C) d’un mélange constitué de 20% d’EtOH et de 80% de MeOH.  
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Figure V. 6 : Influence de l’ajout de MeOH sur la teneur massique en carbone de la poudre composite (%Cpc) 
et des NTC extraits (%Ce), ainsi que sur la qualité structurale des NTC (ID/IG). EtOH100 : pas d’ajout de 
MeOH ; EtOH80 : mélange composé de 20% en volume de MeOH ; EtOH20 : mélange composé de 80% en 
volume de MeOH. 
 
Au vu de l’ensemble des résultats et du fait de la toxicité du MeOH, nous préférons ne pas utiliser 
cet alcool lors de la CCVD et avons choisi d’utiliser le protocole suivant pour synthétiser les MW12C 
et les MW13C :  
 
1. Chauffage jusqu’à 300°C (5°C/min), sous N2 
2. Chauffage de 300°C jusqu’à 850°C (5°C/min), N2/EtOH ou N2/EtOH+EtOH*; 
3. Palier à 850°C (30 min), sous N2/EtOH ou N2/ EtOH+EtOH* ; 
4. Refroidissement jusqu’à 300°C, sous N2/EtOH ou N2/ EtOH+EtOH* ; 
5. Refroidissement jusqu’à température ambiante, sous N2. 
 
Précisons que les MW13C n’ont pas été synthétisés à partir d’EtOH* composé exclusivement de 
13C, mais à partir d’un mélange d’EtOH et d’EtOH*, dont le rapport massique est EtOH/EtOH*=1,7/1. 
Enfin, seul un C parmi les deux composant les molécules d’EtOH* correspond à l’isotope lourd 
(
13
CH3-
12
CH2-OH). 
 
II.3. Caractérisation des MWNT 
 
La teneur massique en C des poudres composites à partir desquelles les MW12C et les MW13C ont 
été extraits est très proche (respectivement 7,58 ± 0,15 et 7,51 ± 0,15 %m). Il en est de même pour les 
teneurs en C, en Co et en Mo des MW12C et MW13C extraits (tableau V.2). A titre indicatif, la 
teneur en C des MWNT synthétisés par Arkema-France est supérieure (celle en impuretés métalliques 
étant par opposition inférieure). 
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D’après les spectres Raman (figure V.7), le rapport d’intensité entre la bande D et la bande G des 
MW12C et des MW13C est sensiblement le même, à savoir respectivement 1,20 ± 0,05 et 1,25 ± 0,04. 
Bien que ces valeurs soient élevées, elles sont plus faibles que celles des MWNT synthétisés par 
Arkema-France (1,67 ± 0,05). Notons l’absence de RBM dans les deux cas. 
 
Tableau V. 2 : Résultats de l’analyse élémentaire des MWNT synthétisés par Arkema-France, des MW12C et 
des MW13C. ND : donnée Non Renseignée car mesure non effectuée. 
Teneur massique (%) MWNT MW12C MW13C 
C 94,6 ± 1,89 84,38 ± 1,69 86,88 ± 1,74 
Co ND 3,58 ± 0,07 3,65 ± 0,07 
Al 1,32 ± 0,07 ND ND 
Mo 0,079 ± 0,008 0,57 ± 0,01 0,52 ± 0,01 
Fe 0,85 ± 0,04 NR NR 
 
 
 
Figure V. 7 : Spectres Raman des MW12C et des MW13C. Comparaison avec le spectre Raman des MWNT 
synthétisés par Arkema-France.
 
 
Les MW12C et les MW13C contiennent donc plus de sous-produits métalliques de synthèse (et 
donc moins de C) que les MWNT synthétisés par Arkema-France, mais leur qualité structurale est 
meilleure que celle de ces derniers. Il est cependant difficile de confirmer ces observations en utilisant 
une technique locale telle que la MET (figure V.8), d’autant plus que les MW12C et les MW13C 
semblent être plus courts et plus enchevêtrés que les MWNT synthétisés par Arkema-France. 
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Figure V. 8 : Images MET de (A) MW12C et (B) 
MW13C. Comparaison avec (C) des MWNT 
synthétisés par Arkema-France au même 
grandissement. 
 
Enfin, d’après les résultats de spectroscopie Raman relatifs aux MW12C et aux MW13C, les 
maxima des bandes D, G et G’2D du spectre des MW13C sont légèrement décalés vers les basses 
fréquences par rapport à ceux des MW12C (figure V.7). Rappelons que ce décalage est du à la 
présence de 
13
C, de masse atomique supérieure à celle des 
12
C. En considérant que les MW12C sont 
composés exclusivement de 
12C, l’intégration des résultats de spectroscopie Raman dans l’équation 2 
permet d’évaluer les teneurs relatives en 12C et 13C des MW13C (i.e. par rapport au C total) ; à savoir 
83,27 %m
12
C et 16,73 %m
13
C. 
Or, la teneur théorique en 
12
C de EtOH est 52,09 %m alors que les teneurs théoriques en 
12
C et 
13
C 
de EtOH* sont respectivement 25,50 et 27,62 %m. De plus, le ratio massique du mélange à partir 
duquel ont été synthétisés les MW13C étant EtOH/EtOH*=1,7/1, les teneurs théoriques par rapport au 
C total composant les MW13C sont donc respectivement 80,50 %
12
Cm et 19,49 %
13
Cm. Les teneurs 
expérimentales relatives aux MW13C approchent donc les teneurs théoriques (les écarts relatifs 
s’élèvent respectivement à 3,4 et 14,1 %). 
Alors que les DW13C sont constitués pratiquement exclusivement de 
13
C, les MW13C sont donc 
bien moins enrichis en 
13
C. Ceci coïncide avec le fait que le décalage des bandes du spectre Raman 
soit plus prononcé entre les DW12C et les DW13C (figure V.2) qu’entre les MW12C et les MW13C 
(figure V.7).  
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II.4. Exposition des larves de xénope aux NTC12C et aux NTC13C et préparation des 
échantillons analysés par dosage isotopique 
 
Nous ne possédons pas de connaissances en termes d’effets biologiques vis-à-vis des MWNT 
synthétisés à partir d'EtOH ou d’un mélange EtOH/EtOH* et d’une poudre de magnésie imprégnée de 
Co et Mo. De même, bien que la modification du cycle thermique des DWNT synthétisés à partir de 
CH4 ou de CH4* n’ait pas d’influence significative sur leurs propriétés principales, nous ne pouvons 
pas exclure une variation des réponses biologiques. 
Par ailleurs, le CH4 étant d’origine pétrolière, il a une signature isotopique en 
13
C qui se distingue 
de celle de la matrice biologique. L’EtOH anhydre, quant à lui, est généralement issu d’une 
fermentation alcoolique de mélasse de sucrerie (betterave ou canne à sucre), de produits amylacés ou 
cellulosiques, suivie d’une déshydratation. Sa signature isotopique ne devrait donc pas se différencier 
significativement de celle d’une matrice biologique.  
En exposant les larves de xénope aux NTC13C, mais également aux NTC12C, nous souhaitons 
ainsi savoir s’il est d’une part nécessaire d’enrichir les NTC synthétisés à partir de CH4 et d’autre part 
connaitre un ordre de grandeur de la teneur en 
13
C nécessaire à leur détection. 
 
Rappelons que l’évaluation de la toxicité des DWNT et des MWNT a été réalisée précédemment 
dans les conditions d’essai du test MN normalisé chez l’amphibien. Ces essais ont permis de mettre en 
évidence l’ingestion de NTC, leur accumulation au niveau des corbeilles branchiales, ainsi que 
l’apparition d’effets toxiques significatifs. Par ailleurs, en supposant que les NTC puissent franchir des 
barrières naturelles, la durée d’exposition des larves (i.e. 12 jours) est jugée suffisante pour qu’un 
transfert de NTC dans leur sang et/ou leur bioaccumulation dans des organes internes, tels que le foie, 
s’effectuent.  
Nous avons donc exposé les larves de xénope à ces NTC, en conservant des conditions semi-
statiques (i.e. renouvellement des milieux et apport de nourriture quotidiens) et le nombre de larves 
par condition a été réduit à cinq. Afin de suivre les recommandations de la norme (100 mL de milieu 
d’essai/larve [156]), elles ont donc été exposées dans des béchers contentant 500 mL de milieu d’essai 
(figure V.9). Deux concentrations en NTC ont été choisies parmi la gamme précédemment étudiée. Il 
s’agit de 1 et 10 mg/L. La concentration maximale testée précédemment (i.e. 50 mg/L) implique 
l’utilisation d’une quantité trop importante de NTC13C pour être intégrée dans ce protocole. Un 
protocole de dispersion semblable à celui appliqué aux MWNT bruts (cf. Chapitre III, II.1) a été utilisé 
pour préparer les TE et renouveler les milieux d’exposition. Les différences tiennent au fait que, pour 
un type de NTC donné, tous les TE ont été préparés à partir de la même SM et que les quatre SM ont 
été préparées à partir de NTC secs. La quantité de NTC nécessaire à la préparation de chacune a donc 
été déterminée à partir de la teneur massique en C des NTC. 
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La condition T- (témoin négatif) est mise en place pour accéder à la signature isotopique du sang et 
du foie de larves non exposées à des NTC. La taille des larves a été mesurée avant et après exposition 
pour déterminer les taux de croissance. Le nombre de survivants a également été évalué. L’analyse de 
la condition T- permet également d’évaluer les toxicités aiguë et chronique éventuellement liés à la 
présence de DW12C, de DW13C, de MW12C ou de MW13C (seuls). Soulignons que la taille des 
populations est cependant trop faible pour réaliser des tests statistiques performants. Les résultats 
obtenus et leur comparaison à ceux relatifs à l’exposition des larves à des DWNT et des MWNT 
opérée dans des conditions similaires ne sont donc donnés qu’à titre indicatif. 
Après exposition, le foie puis  le sang de chaque larve sont prélevés sous anesthésie (MS222). Les 
risques de contamination par les NTC sont multiples lors de ces prélèvements. Il peut s’agir, d’une 
part, d’un transfert de NTC présents sur les tissus extérieurs de la larve (tégument externe et derme) 
vers le foie au moment de son prélèvement, compte tenu de la composition aqueuse de la larve (larve 
recouverte de fluide aqueux). D’autre part, en raison de la fragilité des vaisseaux sanguins qui irriguent 
presque tout le derme, leur rupture pourrait entrainer la contamination d’organes par les NTC circulant 
potentiellement dans le sang. Enfin, un transfert de NTC, présents sur le matériel de prélèvement 
(pinces droites et courbes contaminées), peut se produire au contact (direct) de la larve ou de l’organe 
à prélever. Pour prévenir, ou tout au moins limiter ces risques de contamination des NTC, le matériel 
de prélèvement est systématiquement décontaminé au bain à US après chaque contact avec la larve ou 
organe et échangé entre deux gestes du manipulateur avec du matériel propre. On peut noter que les 
prélèvements ont été réalisés sans créer d’hémorragie accidentelle. 
Une fois prélevé, chaque foie ou volume sanguin est transféré dans un nouvel eppendorf, pour être 
congelé individuellement puis lyophilisé. Les échantillons secs ont été broyés et homogénéisés avant 
analyse. Les résultats d’analyse isotopique sont présentés dans la partie suivante en supposant la non-
contamination des échantillons au cours de leur manipulation/prélèvement. 
 
  
  
Figure V. 9 : Conditions d’exposition aux (A) DW12C et DW13C, ainsi qu’aux (B) MW12C et MW13C, (1) à 
T0 (après renouvellement des milieux) et (2) à T24 (avant renouvellement des milieux). Les béchers de gauche à 
droite contiennent (A) 10 et 1 mg/L de DW12C, 10 et 1 mg/L de DW13C, (B) 10 et 1 mg/L de MW12C, 10 et 1 
mg/L de MW13C. 
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Les DW12C et les DW13C semblent plus difficilement dispersibles à la cuve à US que les MW12C 
et les MW13C. Leur vitesse d’agglomération et sédimentation parait également plus rapide. Les NTC, 
quelque soit leur nature, s’agglomèrent et sédimentent rapidement. 
 
 
  
Figure V. 10 : Images MET d’excréments de larves de xénope exposées à 10 mg/L de MW12C. présence de 
MWNT (flèches en trait continu), de NF (flèches en trait pointillé), de carbone désorganisé (cercle en trait 
pointillé) et de NP métalliques (cercles en train continu). 
 
D’une part, la présence de masses noires a été mise en évidence dans l’intestin des larves exposées 
aux NTC (rappelons que ces masses noires avaient également été observées dans celui de larves 
exposées aux MWNT bruts ou dispersés et que des observations effectuées en MET avaient permis de 
confirmer qu’il s’agissait de MWNT). D’autre part, des excréments noirs sont apparus rapidement au 
fond des béchers contenant les suspensions de NTC. L’observation par MET de l’un d’entre eux, 
prélevé dans le bécher relatif à la condition MW12C-10 mg/L, a confirmé qu’il était constitué de 
MWNT, de NF, de carbone désorganisé et de NP métalliques (figure V.10). Ces observations attestent 
donc de l’ingestion et de l’excrétion de NTC. 
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Tableau V. 3 : Résultats de toxicité aiguë (survie, %) après 12 jours d’exposition aux NTC12C et les NTC13C. 
* : la concentration 0 mg/L de NTC correspond à la condition T-. 
Nature des NTC 
Concentration en NTC (mg/L) 
0* 1 10 
DW12C 
100 
100 100 
DW13C 100 100 
MW12C 100 100 
MW13C 100 100 
 
 
Après 12 jours d’exposition, aucun mort n'a été dénombré (tableau V.3). De plus, seules les 
expositions à 10 mg/L de DW12C et à 10 mg/L de DW13C semblent induire une inhibition de 
croissance par rapport au T- (figure V.11). Nous ne pouvons pas attester de la significativité de ces 
effets, en raison de la réduction du nombre d’individus par condition. Le niveau de toxicités aiguë et 
chronique des DW12C et des DW13C semble néanmoins comparable à celui des DWNT (cf. Chapitre 
III, III.3). Il en est de même vis-à-vis des MW12C et des MW13C par rapport aux MWNT (cf. 
Chapitre III, IV.2.2 et Chapitre IV, III.2). 
 
 
 
Figure V. 11 : Résultats de toxicité chronique en termes d’inhibition de croissance (taux de croissance des larves, 
après 12 jours d’exposition à 1 ou 10 mg/L de NTC12C (barres grises) ou de NTC13C (barres noires). 
* : conditions d’essai pour lesquelles, à la fin de l’essai, la taille moyenne des larves est statistiquement 
différente de celle du T- (P<0.05). 
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II.5. Etude de la détection de NTC, par dosage isotopique, dans le sang et le foie de larves 
exposées à des DWNT ou des MWNT enrichis ou non en 
13
C 
II.5.1. Essais préliminaires 
 
Les résultats des dosages préliminaires sont présentés dans le tableau V.4. Précisons qu’afin de 
protéger la machine d’une pollution suite à l’analyse d’un produit dont la teneur relative en 13C est 
supérieure à 95%, nous n’avons pas effectué l’analyse isotopique des DW13C. Quant à l’EtOH utilisé 
dans le cadre de ces travaux, le résultat d’analyse indique qu’il serait issu d’une fermentation 
alcoolique. 
 
Tableau V. 4 : Résultats des dosages isotopiques en carbone (δ13C, ‰ par rapport au PDB) réalisés avant 
l’analyse des échantillons de sang et de foie des larves non exposées et exposées aux NTC. 
Nature de l’échantillon δ13C 
DW12C -43,74 
MW12C -32,35 
EtOH -29,91 
Sang de larves T- -20,79 
Nourriture -22,62 
MW13C 3171,89 
 
Nous observons un léger appauvrissement en 
13
C des MW12C par rapport à la source de C (i.e. 
EtOH), et à l’inverse un léger enrichissement en 13C du sang des larves par rapport à la nourriture. 
Cette dernière observation concorde avec les principes du fractionnement isotopique des espèces 
stables du carbone entre les animaux et leur nourriture [213]. 
D’après l’ensemble des résultats, s’il y a translocation de NTC dans le sang et le foie, les valeurs 
δ13C obtenues suite à l’analyse des échantillons relatifs aux larves exposées aux NTC12C devraient se 
révéler significativement inférieures à celle des échantillons des larves de la condition T-, et 
inversement concernant celles relatives aux échantillons de larves exposées aux NTC13C. L’obtention 
de δ13C positifs suite à l’analyse des échantillons des larves exposées aux NTC13C garantirait la 
présence de NTC13C, en supposant la non-contamination de ces échantillons au cours de leur 
manipulation. 
 
II.5.2. Dosage des échantillons de sang 
 
Dans un premier temps, un prélèvement de chaque échantillon de sang, dont la masse (sèche) est 
comprise entre 35 et 79 µg, a été analysé sans l’utilisation du diluteur (cf. Chapitre II, VII.1.2). Pour la 
plupart des échantillons, la masse de sang étant supérieure à cette fourchette, il en restait suffisamment 
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pour effectuer une nouvelle analyse. De façon à analyser les échantillons dans leur intégralité, il a été 
choisi d’utiliser le diluteur permettant de travailler à partir d’une masse jusqu’à dix fois supérieure 
(masses comprises entre 184 et 775 µg). Notons que de faibles variations ont été obtenues pour un 
même échantillon entre la valeur obtenue sans utilisation du diluteur et celle obtenue avec utilisation 
du diluteur. Les échantillons de sang semblent donc être assez homogènes pour être analysés 
individuellement en une seule fois à l’aide du diluteur. 
Un à deux prélèvements par échantillon ayant été analysé(s), nous avons travaillé à partir de la 
mesure unique ou de la valeur moyenne obtenue pour chaque échantillon, soit cinq valeurs par 
condition correspondant aux cinq larves exposées par condition, pour déterminer la composition 
isotopique moyenne de chaque condition. Ces moyennes (± écart-type) sont présentées dans la 
figure V.12. D’une manière générale, les valeurs moyennes δ13C sont supérieures à celle mesurée pour 
la nourriture (δ13Cnourriture = -22,62 ‰ PDB). Nous observons donc un léger enrichissement en 
13
C par 
rapport à la nourriture, avec des facteurs de discrimination (Δ13Csang-nourriture = δ
13
Csang - δ
13
Cnourriture) 
compris entre 0,32 et 2,10‰. 
 
 
Figure V. 12 : Représentation graphique des valeurs δ13C moyennes (± écart-type) obtenues suite à l’analyse de 
la nourriture et des échantillons de sang. Les rapports isotopiques marqués du symbole * sont statistiquement 
différents de celui du T- (test de Dunn, P < 0.05). 
 
Un test de Kruskal-Wallis a été appliqué à l’ensemble des valeurs (P = 0,001), puis un test de Dunn 
pour identifier les conditions pour lesquelles δ13C est significativement différent (P < 0,05). Cette 
analyse statistique suggère que le sang des larves exposées à 10 mg/L de DW12C ou de DW13C a un 
δ13C moyen significativement supérieur à celui de la condition T-. Nous ne pouvons pourtant pas 
attester la présence de ces DWNT dans le sang de ces larves. En effet, d’une part, au vu de la 
composition isotopique en carbone mesurée pour les DW12C (δ13CDW12C = -43,74 ‰ PDB), la 
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détection de ces NTC dans le sang aurait conduit à l’obtention d’un δ13CDW12C-10 mg/L moyen non pas 
supérieur mais inférieur au δ13CT- moyen. D’autre part, les DW13C étant pratiquement exclusivement 
constitués de 
13C, la détection de ces NTC dans le sang aurait conduit à une différence entre δ13CT- 
moyen et δ13CDW13C-10 mg/L moyen plus marquée, voire un δ
13
CDW13C-10 mg/L moyen positif, témoin d’un 
net enrichissement en 
13
C par rapport à la nourriture. 
Le fait que δ13CDW12C-10 mg/L et δ
13
CDW13C-10 mg/L soient supérieurs à δ
13
CT-, alors que ces trois 
moyennes sont supérieures à δ13Cnourriture, indique un enrichissement en 
13
C du sang des larves exposées 
à ces DWNT plus important que celui des larves de la conditions T-. Rappelons que la croissance des 
larves exposées à 10 mg/L de DW12C ou de DW13C semble avoir été perturbée et qu’une inhibition 
de croissance significative a été révélée auparavant suite à l’exposition à une concentration supérieure 
ou égale à 10 mg/L de DWNT bruts (cf. Chapitre III). L’hypothèse d’une perturbation du transit 
intestinal et de l’assimilation de nutriments suite à l’ingestion d’une quantité importante de DWNT a 
été émise pour expliquer ces effets biologiques. L’influence de l’état nutritionnel sur la variation de la 
composition isotopique en C a été étudiée sur diverses espèces. Certaines présentent un enrichissement 
en 
13
C plus ou moins important selon le tissu ou fluide analysé [214], [215], [216], [217]. Cet 
enrichissement serait principalement lié à un catabolisme de leurs réserves lipidiques, nécessaire pour 
palier à un apport de nourriture insuffisant ou une période de jeûne et impliquant une variation de la 
teneur en lipides, plus pauvres en 
13
C que les autres composés biochimiques [213], [218]. Les larves 
de xénope exposées à 10 mg/L de DW12C ou de DW13C pourraient être sujettes au même 
phénomène, expliquant alors que la signature isotopique de leur sang soit légèrement supérieure à celle 
des autres larves. 
 
II.5.3. Dosage des échantillons de foie 
 
Comme pour les échantillons de sang, des prélèvements d’échantillons de foie ont été analysés en 
premier lieu sans l’utilisation du diluteur (masses comprises entre 49 et 96 µg). Du fait de difficulté de 
broyage et d’homogénéisation de ces échantillons, nous pouvons cependant douter de la 
représentativité des prélèvements analysés vis-à-vis de l’ensemble de l’échantillon. Des analyses ont 
donc ensuite été réalisées en prélevant une masse plus importante (masses comprises entre 190 et 
986 µg). Nous espérons, grâce à l’utilisation du diluteur, palier à ces difficultés techniques. 
Trois foies par condition ont ainsi été analysés partiellement ou dans leur intégralité. Des mesures 
ayant été effectuées sur un à deux prélèvements par échantillon, les moyennes δ13C (± écart-type) 
présentées dans la figure V.13 ont été déterminées selon la méthode appliquée aux échantillons de 
sang. 
Les valeurs moyennes δ13C des foies prélevés au niveau des larves non exposées aux NTC 
(condition T-) et des larves exposées à 1 ou 10 mg/L de DW12C, à 1 ou 10 mg/L de MW12C et à 
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10 mg/L de MW13C présentent des écart-types faibles. La composition isotopique en C de ces foies 
est donc homogène au sein d’un même échantillon et d’une même condition.  
Soulignons que, concernant ces mêmes conditions, nous observons un léger appauvrissement en 
13
C des foies par rapport à la nourriture, avec des facteurs de discrimination Δ13Cfoie-nourriture compris 
entre -2,21 et -0,68‰. Seuls les foies des larves exposées à 10 mg/L de DW12C sont légèrement 
enrichis en 
13C par rapport à la nourriture et le facteur de discrimination est positif (Δ13Cfoie-nourriture = 
1,03). D’une part, les lipides sont plus riches en 12C que les autres composés biochimiques [213], 
[218]. Les tissus riches en lipides, tel que le foie, ont généralement une valeur δ13C plus faible que 
celle des autres tissus [219], voire un coefficient de discrimination négatif [220]. D’autre part, comme 
nous l’avons évoqué pour le sang des larves exposées à 10 mg/L de DW12C, un déficit en nutriments 
peut expliquer ces observations. 
Toujours est-il que, d’après le traitement statistique réalisé sur l’ensemble des données (test de 
Kruskal-Wallis), la signature isotopique en C de ces échantillons n’est pas significativement différente 
de celle du T-. En appliquant le raisonnement qui nous a conduit à déduire que l’analyse isotopique ne 
nous permettait ni de détecter des DW12C ni MW12C ni des DW13C dans le sang des larves, il 
apparait que nous n’en détectons pas non plus au niveau des foies des larves exposées à 1 ou 10 mg/L 
de MW12C ou de DW12C ou à 10 mg/L de MW13C. 
 
 
Figure V. 13 : Représentation graphique des valeurs δ13C moyennes (± écart-type) obtenues suite à l’analyse de 
la nourriture et des échantillons de foie. 
 
Au vu de la disparité des valeurs obtenues suite à l’analyse des foies des larves exposées à 1 ou 10 
mg/L de DW13C et à 1 mg/L de MW13C, nous avons donc préféré traiter de façon individuelle ces 
mesures, en précisant lesquelles avaient été obtenues suite à l’utilisation du diluteur (figure V.14, 
barres hachurées). 
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Figure V. 14 : Représentation graphique de toutes les valeurs δ13C obtenues suite à l’analyse des échantillons de 
foie relatifs à des larves exposées à 1 ou 10 mg/L de DW13C ou à 1 mg/L de MW13C, mais également des 
valeurs δ13C moyennes (± écart-type) obtenues suite à l’analyse de la nourriture et des larves de la condition T-. 
Les valeurs obtenues sans et avec l’utilisation du diluteur sont matérialisées respectivement par les barres noires 
pleines et les barres noires hachurées. 
 
D’une part les valeurs obtenues suite à l’analyse de deux prélèvements effectués sur le foie de deux 
larves exposées à 1 mg/L de DW13C (figure V.14, « DW13C-1 mg/L, F2 » et « DW13C-1 mg/L, 
F3 ») et sur celui d’une larve exposée à 10 mg/L de DW13C (figure V.14, « DW13C-10 mg/L, F3 ») 
illustrent le fait que la composition isotopique en C puisse être hétérogène au sein d’un même 
échantillon (variation intra-échantillon). Précisons que les deux prélèvements de l’échantillon identifié 
« DW13C-1 mg/L, F2 » ont été analysés en utilisant le diluteur. Ceci indique que, contrairement à ce 
que nous espérions, son utilisation ne permet pas d’accéder à une meilleure représentativité des 
échantillons. Les foies sont pour la plupart trop gros pour être analysés en une seule fois. L’utilisation 
du diluteur ne permet donc que de réduire le nombre de prélèvements nécessaires à leur analyse dans 
leur intégralité. 
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D’autre part, les valeurs obtenues suite à l’analyse de prélèvements effectués sur deux larves 
différentes mais exposées à la même concentration en DW13C (e.g. comparaison entre « DW13C-1 
mg/L, F1 » et « DW13C-1 mg/L, F3 » ou entre « DW13C-10 mg/L, F1 » et « DW13C-10 mg/L, F3 ») 
suggèrent une variation inter-individu de la composition isotopique du carbone. 
 
Traitons en premier lieu les valeurs δ13C obtenues au niveau du foie de trois larves exposées à 
1 mg/L de MW13C. Elles sont comprises dans l’intervalle défini par l’écart-type de la moyenne des 
valeurs obtenues après analyse des foies T-, sauf celle mesurée à partir du prélèvement effectué au 
niveau du foie n°3 (figure V.14, MW13C-1 mg/L, F3). Cette dernière est la seule à être en effet 
supérieure à la fois à δ13CT- moyen et à δ
13
Cnourriture et donc à mettre en évidence un léger 
enrichissement en 
13
C pouvant provenir de la présence de MW13C dans la partie du foie analysée. 
Concernant les larves exposées aux DW13C, l’analyse isotopique de certains prélèvements (i.e. 
« DW13C-1 mg/L, F2 », « DW13C-1 mg/L, F3 » et « DW13C-10 mg/L-F3 ») met clairement en 
évidence un enrichissement en 
13
C par rapport à la nourriture. Certaines parties des foies présentent 
même un δ13C positif (i.e. DW13C-1 mg/L-F2 et DW13C-10 mg/L-F3). Ces valeurs pourraient donc 
révéler la présence de DW13C accumulés de façon hétérogène au niveau de ces échantillons. 
 
 
II.6. Discussion 
 
D’une part, un protocole de synthèse de DWNT par CCVD de CH4 sur une poudre de catalyseur 
Co/Mo-MgO, préparée par combustion citrique, a été développé par Flahaut [40]. La modification du 
cycle thermique et l’utilisation de CH4 ou de CH4* ont permis de synthétiser des DW12C et des 
DW13C en limitant le volume de gaz carboné utilisé. Ces NTC présentent des caractéristiques 
similaires aux DWNT et l’avantage d’être composés respectivement de 12C exclusivement et d’une 
teneur massique relative en 
13
C supérieure à 95%. 
D’autre part, au cours de sa thèse, Landois [140] a développé un protocole de synthèse de MWNT 
par CCVD d’EtOH sur un catalyseur préparé par imprégnation de Co et Mo sur une poudre de MgO. 
Ces travaux ont été repris pour synthétiser des MW12C à partir d’EtOH anhydre et des MW13C à 
partir d’un mélange EtOH/EtOH* (ratio massique : 1,7/1). Ainsi, alors que les MW12C sont composés 
exclusivement de 
12
C, la teneur massique relative en 
13C des MW13C n’excède par 20%. 
 
Des larves ont par la suite été exposées à ces NTC (1 et 10 mg/L). Aucune conclusion en termes 
d’effets toxiques induits par ces NTC ne peut être faite, puisque l’essai MN n’a pas été mené en 
conditions normalisées (i.e. nombre d’individus par condition trop faible et génotoxicité non 
investiguée). Ce bioessai ne constitue en effet qu’un essai préliminaire, le but étant de disposer de sang 
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et de foies pour étudier la présence potentielle de NTC dans des matrices biologiques par le biais de 
l’analyse isotopique du C. 
Toujours est-il que les NTC12C et les NTC13C sont, au même titre que les DWNT et les MWNT 
bruts, ingérés par les larves et ne semblent pas induire de mortalité aux concentrations testées. En 
revanche les DW12C et les DW13C pourraient être responsables d’une inhibition de croissance 
significative à 10 mg/L, c'est-à-dire un niveau de toxicité chronique semblable à celui mis en évidence 
suite aux essais MN menés à partir de DWNT synthétisés dans les conditions standard [40]. 
 
Les échantillons de sang et de foie ont été congelés après prélèvement, puis lyophilisés, broyés et 
homogénéisés manuellement pour permettre l’analyse de la composition isotopique du C. 
La texture du sang sec permet une homogénéisation efficace, comme en témoigne la faible 
dispersion des valeurs obtenues pour un même échantillon. Une faible dispersion de la composition 
isotopique a également été observée entre le sang des individus exposés à une même condition d’essai. 
L’ensemble de ces résultats nous ont permis de comparer les δ13C moyens correspondant à chaque 
condition d’essai. 
En revanche, nous n’avons pas pu broyer efficacement les foies secs, mais seulement les détailler 
en morceaux qui ont été rassemblés pour être analysés. La dispersion des valeurs obtenues pour un 
même échantillon s’est révélée parfois conséquente. L’utilisation d’un diluteur, permettant d’analyser 
en une seule fois une masse d’échantillon plus importante, ne semble pas suffisante pour palier aux 
difficultés d’homogénéisation rencontrées et réduire ces écarts intra-échantillon. Elle reste cependant 
intéressante pour détecter la présence de NTC sur l’ensemble de l’échantillon tout en limitant le 
nombre d’analyses. Nous recommandons l’utilisation d’un système de broyage plus efficace, tel qu’un 
vibro-broyeur à billes équipé de microtubes, pour permettre la réduction des foies en poudre 
homogène. De plus, nous avons observé une variation de la composition isotopique du carbone entre 
certains foies pourtant prélevés sur des larves exposées à une même condition. Les lipides étant 
appauvris en 13C par rapport aux autres constituants biochimiques, il serait également intéressant de 
mener une délipidification des foies à l’aide de cyclohexane avant leur lyophilisation pour s’assurer 
que les variations inter-individu ne proviennent pas de ce phénomène. D’une manière générale, les 
conditions pour lesquelles les échantillons présentaient des valeurs peu dispersées ont été comparées 
par le biais de leur δ13C moyen. Par contre, en ce qui concerne les conditions pour lesquelles 
l’amplitude des écart-types à la moyenne était trop importante pour conclure à la présence ou à 
l’absence de NTC, les valeurs obtenues ont été comparées de manière individuelle au δ13CT- moyen. 
 
Rappelons que les objectifs principaux de ces investigations étaient de savoir s’il était possible 
d’adapter l’analyse isotopique à la détection de NTC dans une matrice biologique et, si tel est le cas, 
d’évaluer la composition isotopique en carbone des NTC adaptée à la sensibilité de cette technique. 
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Au vu des résultats obtenus suite à l’analyse isotopique des foies, nous pouvons affirmer qu’elle 
permet en effet de détecter la présence de DW13C et ce de manière indiscutable si toute contamination 
est exclue lors des étapes précédant l’analyse des échantillons, et notamment lors de leur prélèvement 
sur les larves exposées et partiellement recouvertes de NTC. Cette technique, basée sur analyse d’un 
volume, est donc plus performante que des techniques opérant en surface telles que la spectroscopie 
Raman et la MET. Hypothétiquement la probabilité de détecter des NTC par analyse isotopique serait 
en effet plus importante. 
De plus, il semble indispensable d’enrichir en 13C les NTC pour espérer les détecter dans une 
matrice biologique. L’abondance relative en 13C doit être très proche de 100%, sinon largement 
supérieure à 20%. 
Si un nouvel essai MN devait être mené en conditions normalisées cette fois-ci, il conviendrait 
donc de se focaliser sur l’exposition des larves de xénope à des NTC13C très riches en 13C. Du fait du 
coût élevé de leur production et des réponses positives obtenues en termes de détection des DW13C au 
niveau des foies, il est possible de limiter la concentration d’exposition maximale à 1 mg/L. Bien sûr, 
il n’est pas exclu d’exposer des larves à des NTC12C en tant que condition(s) témoin(s). 
 
 
Les analyses isotopiques effectuées suite à l’exposition des larves permettent d’émettre plusieurs 
hypothèses quant aux interrogations d’ordre secondaire ; à savoir des NTC peuvent-ils atteindre le foie 
de larves exposées à ces nanoparticules et le sang des larves constitue-t-il un vecteur de la 
translocation des NTC ? Cependant des conclusions ne pourront être dressées qu’à la suite d’un 
bioessai mené sur un nombre plus représentatif d’individus. 
L’analyse isotopique du foie de larves exposées à 1 ou 10 mg/L de DW12C ou de MW12C ou de 
MW13C n’a pas permis de mettre en évidence la présence de ces NTC au niveau de ces organes 
internes. Plusieurs hypothèses peuvent être émises : 
 
i) Ils ne sont pas bioaccumulés au niveau de cet organe ; 
ii) Ils sont bioaccumulés au niveau de cet organe mais en quantité trop faible pour permettre leur 
détection ; 
iii)  Ils sont bioaccumulés au niveau de cet organe mais de manière hétérogène et nous avons 
analysé seulement des prélèvements ne contenant pas de NTC ; 
iv) Ils sont bioaccumulés au niveau de cet organe mais la signature isotopique de ces NTC ne se 
distingue pas assez de celle de la matrice biologique pour que leur présence soit mise en évidence. 
v) Les trois hypothèses ii), iii) et iv) (ensemble) empêchent leur détection. 
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Quant à l’analyse isotopique du foie de xénopes exposés à 1 et 10 mg/L de DW13C, elle a permis 
de mettre en évidence de façon significative mais ponctuelle la présence de NTC au niveau de ces 
organes. Plusieurs hypothèses peuvent être émises : 
 
i) Les prélèvements analysés pour lesquels la réponse est positive ont été contaminés lors du 
prélèvement des organes et/ou lors de la préparation de l’échantillon analysé ; 
ii) Les DW13C sont bioaccumulés de façon hétérogène au niveau du foie, ce qui peut expliquer 
l’observation d’une variation intra-individu ; 
iii) Il existe une variation de la bioaccumulation des DW13C entre des larves exposées à la même 
concentration en DW13C (variation inter-individu) ; 
iv) Hypothèses ii) et iii). 
 
 
Enfin, les échantillons de sang prélevés sur les larves exposées à 10 mg/L de DW13C présentent un 
enrichissement en 
13
C significativement supérieur à celui des larves de la condition T-. Ce phénomène 
a par ailleurs été observé chez les larves exposées à 10 mg/L de DW12C. De plus, les résultats de 
toxicité chronique indiqueraient une inhibition de croissance significative par rapport au T- chez les 
larves exposées à 10 mg/L de DW12C ou DW13C. L’obtention de signatures isotopiques 
significativement différentes résulterait donc davantage d’un déficit en nutriments, induit par 
l’ingestion de ces NTC, que de la présence de ces derniers dans le sang des larves. 
Sur l’ensemble des conditions d’exposition, nous n’avons donc pas mis en évidence la présence de 
NTC dans le sang des larves et ce quelque soit leur nature et leur teneur massique en 
13
C. Plusieurs 
hypothèses peuvent être émises : 
 
i) Les barrières naturelles empêchent les NTC d’accéder au sang des larves ; 
ii) Des NTC circulent dans le sang (vecteur de contamination), mais en quantité trop faible pour 
être détecté par analyse isotopique du C.  
iii) Le temps de circulation (résidence) des NTC dans le sang est très faible. Ils sont de ce fait 
rapidement redistribués aux différents organes, au niveau desquels ils peuvent s’accumuler ou depuis 
lesquels ils peuvent être excrétés (reins, foie). 
 
 
Cette étude préliminaire nous permet également d’affiner le choix du matériel biologique. Il ne 
convient pas de travailler à partir du sang des larves mais plutôt à partir d’organes internes, tels que le 
foie. Travailler sur des parties en contact avec le milieu extérieur, telles que la peau ou les corbeilles 
branchiales, n’est pas adéquat car il est impossible de faire la distinction entre les NTC adsorbés et 
ceux absorbés. Enfin, il est difficilement envisageable de travailler sur des tissus musculaires ou les 
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reins d’individus dont le stade de développement est compris entre 50 et 54, la taille de ces organes 
n’étant pas assez importante. 
 
 
III. Mise au point d’un protocole de dosage des DWNT à partir d’analyses hyperfréquences 
 
Afin de comprendre le principe de détection que nous avons exploité, les mécanismes de 
polarisation des milieux diélectriques, induits lorsqu’ils sont soumis à un champ EM externe, seront 
préalablement décrits. Les grandeurs permettant de caractériser leur signature diélectrique dans la 
gamme des HF (40 MHz à 40 GHz) seront également introduites. Une synthèse des connaissances 
acquises sur les propriétés diélectriques de suspensions aqueuses constituées notamment d’une matrice 
biologique et une autre sur les propriétés diélectriques des NTC seront ensuite fournies. Puis nous 
présenterons les éléments composant le dispositif de mesure mis au point par l’équipe MH2F et utilisé 
dans le cadre du dosage des DWNT au sein des échantillons biologiques, ainsi que le protocole de 
mesure et de traitement des données. Enfin, la limite de détection et la précision de mesure de notre 
technique seront estimées à partir des résultats obtenus pour des suspensions biologiques de 
concentration en DWNT connue mais analysées en aveugle. Par ailleurs, les concentrations en DWNT, 
dans des échantillons de larves exposées à des DWNT (laves entières et intestins), déterminées par la 
technique HF seront comparées à celles obtenues par dosage des sous-produits catalytiques de 
synthèse des DWNT (Co et Mo). 
 
III.1. Principe 
III.1.1. Propriétés des milieux diélectriques et mécanismes de polarisation 
 
Un milieu est qualifié de diélectrique s’il ne contient pas de charges susceptibles de se déplacer de 
façon macroscopique (à la différence d’un milieu conducteur, où les charges sont libres). Le champ 
électrique pénètre à l’intérieur du milieu et agit sur les porteurs de charge, d’où le nom de diélectrique 
(du grec dia qui signifie au travers). Les atomes, les ions et les molécules qui le constituent sont autant 
de porteurs de charge qui sont susceptibles de s’organiser en dipôles électriques, sous l’action d’un 
champ électrique extérieur, du fait du déplacement à l’échelle atomique des charges liées. On parle de 
polarisation du milieu pour décrire ce phénomène microscopique, car ces dipôles s’orientent suivant 
les lignes du champ auquel ils sont soumis. 
 
Le modèle le plus simple de dipôle électrostatique est un système de deux charges ponctuelles 
opposées –q (charge négative) et +q (charge positive), séparées d’une distance d. Le moment dipolaire 
p  du doublet de charges, dirigé de –q vers +q, est défini par l’équation V.3 [221]. 
Chapitre V 
210 
p = qd  (V.3) 
 
La polarisation P  (ou densité de dipôle électrique ; C/m²) du milieu est la somme par unité de 
volume des moments dipolaires 
ip  (C.m). Or, en l’absence de champ électrique extérieur, seules les 
molécules dites polaires sont polarisées car, comme nous le verrons, elles présentent intrinsèquement 
un moment dipolaire permanent ( ip 0 ). Cependant, leur orientation étant aléatoire, la polarisation 
totale est nulle ( iP p =0  ) [222]. En revanche, l’application d’un champ électrique extérieur induit 
la création de dipôles électriques au sein du milieu et l’orientation selon les lignes de champ de ces 
dipôles induits mais également des dipôles permanents. Cette orientation des dipôles suivant une 
direction privilégiée entraine la polarisation P  du milieu soumis au champ électrique E , dont la 
résultante représente une quantité vectorielle qui dépend linéairement du champ électrique E  appliqué 
(équation V.4). 
 
0P = ε χE  (V.4) 
avec 0ε  la constante diélectrique ou permittivité diélectrique du vide ( 0ε  = 8,854.10
-12
 F/m), χ  la susceptibilité 
électrique du milieu (nombre complexe sans unité) et E  le champ électrique (V/m). 
 
En l’absence de diélectrique (dans le vide), la densité surfacique de charges sur les conducteurs se 
jauge par le champ de déplacement électrique D  (C/m²), défini par la permittivité du vide 0ε  et le 
champ électrique appliqué E  (équation V.5) [221]. 
 
0D = ε E  (V.5) 
 
La polarisation du milieu diélectrique P  contribue au champ de déplacement électrique D . L’effet 
du champ électrique sur la matière est alors défini par l’équation V.6 [221]. 
 
0D = ε E + P  (V.6) 
(V.4) et (V.6)  0D = ε 1+ χ E  (V.7) 
 
On introduit alors la permittivité absolue du milieu ε  qui décrit l’interaction entre le milieu 
diélectrique et le champ électrique (équation V.8).  
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(V.7) D = εE , avec  0ε = ε 1+ χ  (V.8) 
 
La permittivité du vide 0ε  étant constante, on considère que la permittivité relative du milieu rε  
(équation V.9) résume (macroscopiquement) à elle seule la réponse (microscopique) du milieu soumis 
au champ électrique (équation V.10). 
 
r
0
ε
ε =
ε
 (V.9) 
(V.8) 0 rD = ε ε E , avec  rε = 1+ χ  (V.10) 
 
La technique de spectrométrie diélectrique, qui est exploitée dans notre travail, consiste à déduire 
de la permittivité relative rε  les propriétés du milieu étudié. Ces déductions reposent sur différents 
mécanismes physiques contribuant à la polarisation du milieu diélectrique : la polarisation totale est la 
somme des polarisations dipolaires, atomiques et électroniques (voir ci-après). De plus, sous l’action 
d’un champ électrique alternatif, un mouvement oscillatoire de ces dipôles apparait en raison de leur 
tendance à s’aligner suivant les lignes de champ. Ainsi, sans qu’il y ait migration des dipôles, ce 
mouvement local est assimilable à un courant alternatif appelé courant de déplacement. Par ailleurs, 
des forces de frottement (friction) et des forces de rappel s’opposent à l’orientation des dipôles. Ainsi, 
selon la nature de la polarisation et la fréquence du champ électrique alternatif, la réponse du système 
peut être instantanée ou retardée (phénomène de relaxation induisant une perte d’énergie), voir 
inexistante si la fréquence est trop élevée. Enfin, des phénomènes de résonance sont observables à 
certaines fréquences [221]. 
En faisant varier la fréquence du champ électrique alternatif extérieur, il est donc possible de 
visualiser ces phénomènes de relaxation et de résonance, et ainsi distinguer les différents mécanismes 
de polarisation schématisés par la figure V.15. Afin de mieux comprendre cette figure, il convient de 
souligner que la permittivité relative est une grandeur complexe non constante, mais fonction de la 
fréquence du champ extérieur appliqué. La réponse en fréquence du milieu diélectrique s’exprime 
donc par la permittivité diélectrique complexe   reliant la polarisation et le champ électrique suivant 
l’équation V.11 [221]. 
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Figure V. 15 : Evolution de la permittivité réelle ε  et de la permittivité imaginaire ε  en fonction fréquence du 
champ électrique extérieur et selon les différents mécanismes de polarisation des atomes et des molécules 
constituant le milieu diélectrique. D’après [222] et [223]. 
 
     *P ω = ε ω E ω  (V.11) 
avec ω  la pulsation de la fréquence (ω= 2πf , rad/s) 
et 0 r 0 r
* *
ε = ε = ε ε = ε ε , où r r rε = ε - jε = ε - jε
*     . 
 
D’une part, la partie réelle ε  représente la permittivité relative du milieu en courant alternatif à 
une fréquence et une température données. Elle rend compte de l’énergie issue du champ électrique 
extérieur emmagasinée par le milieu diélectrique. D’autre part, la partie imaginaire ε  est liée aux 
phénomènes d’absorption du champ électromagnétique par le milieu et traduit les pertes énergétiques à 
une fréquence et une température données.  
Rappelons que notre objectif consiste à mettre au point une technique permettant de déterminer la 
concentration en DWNT dans une matrice biologique. Nous avons travaillé à une fréquence comprise 
entre 40 MHz. et 40GHz et à partir de suspensions aqueuses constituées d’une matrice biologique et 
de NTC. Or, la réponse diélectrique de ces constituants et de l’eau s’explique principalement par leur 
polarisation dipolaire. C’est pourquoi seul le principe de ce type de mécanisme est présenté dans ce 
chapitre. Nous invitons le lecteur à consulter l’annexe 5 pour avoir plus détails sur le principe de la 
polarisation électronique et de la polarisation atomique, qui se produisent respectivement dans la 
gamme IR (infrarouge) et UV (ultraviolet)-visible (figure V.15). 
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III.1.2. Propriétés diélectriques de solutions/suspensions aqueuses dans la gamme HF : 
principe de la polarisation dipolaire 
 
La polarisation dipolaire (ou polarisation d’orientation ou encore de Debye) s’applique aux 
molécules polaires (électriquement neutres) dont la particularité est de posséder intrinsèquement un 
moment dipolaire (permanent). Elles sont constituées par l’association d’atomes selon des liaisons 
dans lesquelles l’échange électronique est asymétrique. En effet, l’atome le plus électronégatif tendant 
à retenir davantage les électrons, le barycentre des charges positives ne coïncident pas avec celui des 
charges négatives. C’est le cas de la molécule d’H2O, de forme triangulaire, qui se caractérise par une 
polarisation dipolaire exceptionnelle, qui résulte de la polarité de la liaison OH. 
 
 
Figure V. 16 : Schématisation de la polarisation dipolaire [224]. 
 
En l’absence de champ électrique extérieur, l’orientation des dipôles permanents est aléatoire, alors 
qu’en présence d’un champ ils ont tendance à s’orienter selon les lignes de champ (figure V.16). 
Lorsqu’un champ électrique constant est appliqué [224], un temps est nécessaire pour que les dipôles 
permanents s’orientent et donc que la polarisation dipolaire atteigne sa valeur maximale. Inversement, 
lorsque le champ est annulé, elle décroit au bout d’un certain temps. 
En présence d’un champ électrique extérieur alternatif [222], jusqu’à une certaine fréquence 
(domaine HF, figure V.15), la rotation des dipôles parvient à suivre les variations du champ. La 
permittivité réelle est constante et définie par la permittivité électrique statique f =0ε , notée également 
sε . Les pertes diélectriques ε , dues à des forces assimilées par Debye à des forces de viscosité, sont 
faibles voire nulles. Puis la fréquence devient trop importante pour que leur rotation s’effectue 
instantanément, laissant apparaître un phénomène de relaxation (donné par un temps de relaxation rτ  ; 
équation V.12) au cours duquel la permittivité réelle ε  diminue progressivement au fur et à mesure 
que la fréquence augmente (équation V.13 et figure V.15). Les phénomènes de friction 
accompagnant la relaxation des dipôles contribuent à une augmentation des pertes électriques ε  
(équation V.14 et figure V.15). Au-delà de la fréquence de relaxation rf  (équation V.12), la 
fréquence devient tellement importante que l’influence du champ électrique alternatif sur la 
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polarisation des dipôles diminue jusqu’à ce que leur orientation par polarisation ne puisse plus se 
produire. Cette fréquence limite marque donc une zone de transition, à partir de laquelle les pertes 
électriques ε  diminuent progressivement jusqu’à devenir nulles (équation V.14 et figure V.15). 
Quant à la permittivité réelle ε , elle continue à baisser (équation V.13 et figure V.15) jusqu’à 
atteindre une valeur définie par la permittivité électrique à fréquence infinie ε f  . 
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Ces phénomènes sont observables à des fréquences comprises entre 10
7 
et 10
10
 Hz (domaine HF, 
figure V.15). La contribution de la polarisation dipolaire, dans le domaine du rayonnement infrarouge 
et au-delà, est négligeable, laissant supposer que seules les polarisations atomique et électronique 
subsistent. La figure V.17 présente le spectre diélectrique de l’eau-ultra pure soumis à un champ EM 
dans la gamme de fréquence 10 MHz – 100 GHz. La fréquence de relaxation, pour laquelle la 
permittivité imaginaire atteint sa valeur maximale, est comprise entre 20 et 30 GHz. 
 
 
Figure V. 17 : Permittivité complexe relative de l’eau (20°C, 107 Hz – 1011 Hz). L’évolution des permittivités 
réelle et imaginaire ( rε  extracted et rε extracted ; eau du robinet) mesurées par Decrossas et al. [225] suit le 
modèle de Debye ( rε  reference et rε reference ; eau ultra-pure) [226]. 
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III.1.3. Exploitation de la signature diélectrique de suspensions biologiques soumises à un 
champ électromagnétique HF 
 
Depuis plusieurs années, l’équipe MH2F du LAAS-CNRS travaille sur l’association de 
microsystèmes HF et de la microfluidique pour développer de nouveaux systèmes d’analyse et de 
diagnostic biologique, médical et environnemental. Cette équipe a conçu un biocapteur HF, de type 
source-interaction-récepteur (figure V.18), qui permet d’exploiter l’interaction en champ proche des 
ondes EM avec des fluides biologiques, tels que des cellules en suspension dans leur milieu de culture. 
 
 
Figure V. 18 : Schéma de principe d’un biocapteur développé par l’équipe MH2F du LAAS. D’après [228]. 
 
L’intégration d’un canal microfluidique, disposé perpendiculairement au circuit hyperfréquence 
(ligne coplanaire CPW pour CoPlanar Waveguide), permet de localiser le fluide à analyser au dessus 
de la zone active du biocapteur. Le champ EM HF émis par la source se propage sur le guide d’onde. 
Une partie des ondes EM traverse le canal et interagit avec le fluide. Il en résulte une modulation du 
signal EM (amplitude et phase) selon les caractéristiques diélectriques du fluide analysé. Ainsi, 
Grenier et al. [229] on montré que l’ajout de cellules dans le milieu de culture était à l’origine d’une 
diminution de la permittivité relative d’autant plus importante que la concentration cellulaire était 
grande. Par ailleurs ils ont observé une différence significative entre les valeurs de la permittivité 
relative (partie réelle et partie imaginaire) mesurées au niveau de cellules vivantes et de cellules 
mortes, ainsi qu’un décalage en fréquence de la signature diélectrique [228]. Enfin, en travaillant sur 
des suspensions de cellules cancéreuses, Chen et al. [230] ont mis en évidence une relation de 
proportionnalité entre le contraste de capacité et le nombre de cellules contenues dans la zone capteur. 
La technique d’analyse HF en champ proche de fluides biologiques utilisant les biocapteurs 
développés par l’équipe MH2F présente donc de nombreux avantages. Elle permet une analyse non 
invasive d’un très faible volume de suspension (de l’ordre du microlitre [228] voire du nanolitre 
[230]), ainsi que la détection de cellules, leur distinction selon leur état (vivantes, mortes ou 
cancéreuses). Leur quantification en temps réel (e.g. suivi de la prolifération de cellules cancéreuses) 
est alors envisageable. 
 
Chapitre V 
216 
III.1.4. Propriétés diélectriques des NTC dans la gamme HF 
 
Le développement de matériaux composites intégrant des NTC adaptés à des applications 
industrielles EM (e.g. dispositifs d’absorption des micro-ondes) connait un intérêt grandissant. Les 
NTC sont en effet de bons candidats du fait de leur importante conductivité intrinsèque et de leurs 
bonnes propriétés de blindage contre les interférences EM (dissipation du rayonnement incident sous 
forme de chaleur) [231]. Ils sont généralement incorporés dans des polymères, tels que des résines 
époxy [232] [233], [234], [235], [236], afin d’élaborer des matériaux possédant de meilleures 
propriétés électroniques, thermiques et mécaniques que leurs constituants. 
Les propriétés diélectriques de ces nanocomposites sont souvent étudiées par le biais de l’évolution 
de leur permittivité complexe déterminées à partir de mesures de transmission et de réflexion dans la 
gamme HF [232], [236]. Bien que les valeurs obtenues varient sensiblement selon la nature du 
polymère et du dispositif d’analyse [237], des phénomènes de relaxation diélectrique sont observés 
lorsque les NTC sont soumis à un champ EM dans la gamme HF [232], [238]. Certains chercheurs 
avancent que ces phénomènes seraient dus aux parois cylindriques de graphène qui les composent. De 
par leur arrangement en couches concentriques et leur structure électronique Π-conjuguée, elles 
constitueraient des conducteurs et des résistances efficaces [232], [239]. 
Alors que la plupart des études portent sur la réponse diélectrique des NTC incorporés dans les 
polymères, certaines se concentrent sur le comportement diélectrique des NTC uniquement. Des 
dispositifs ont été alors conçus pour les analyser sous forme de poudre [225], [237], [240]. Dragoman 
et al. [237] rapportent que le remplissage (avec des DWNT de même nature que ceux utilisés pour ces 
travaux de thèse) de leur dispositif de mesures augmentait significativement sa permittivité effective 
dans une gamme de fréquences variant de 1 à 65 GHz (figure V.19). 
 
 
Figure V. 19 : Comparaison entre l’évolution de la permittivité relative effective d’un dispositif de mesures HF 
rempli avec des DWNT (« With CNT ») et celle de ce même dispositif à vide (« Without CNT) [237]. 
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Les chercheurs étudiant les propriétés diélectriques des NTC s’accordent à dire qu’elles dépendent 
des caractéristiques intrinsèques des NTC, à savoir leur nombre de parois, leur rapport 
longueur/diamètre  leur chiralité (NTC métalliques ou semi-conducteurs), leur pureté (nature et 
concentration en sous-produits catalytiques de synthèse) et leur orientation dans le cas d’un milieu 
« figé » (poudre de NTC ou  nanocomposite). De nombreux chercheurs ont également mis en évidence 
que la signature diélectrique des NTC était modulée par la fréquence (dans le domaine HF notamment) 
du champ EM appliqué et de la concentration en NTC [225], [232], [236], [238], [239], [240], [241]. 
Pour illustrer ces phénomènes, nous avons choisi de présenter des travaux de Decrossas et al. [240] 
(figure V.20) qui ont étudié la réponse diélectrique d’une poudre de SWNT et MWNT de densité 
variable. D’une part, quelque soit la densité en NTC de l’échantillon analysé, les valeurs maximales de 
permittivités réelle et imaginaire sont obtenues aux basses fréquences micro-ondes. Ces valeurs 
diminuent rapidement avec l’augmentation de la fréquence jusqu’à décrire une évolution 
asymptotique. D’autre part, à une fréquence donnée, les permittivités réelle et imaginaire semblent 
augmenter avec la densité en NTC de l’échantillon. 
 
 
 
  
Figure V. 20 : Evolution de (A) la permittivité réelle rε  et (B) la permittivité imaginaire rε  d’une poudre de 
SWNT de densité variable, en fonction de la fréquence. (1) 10 MHz à 20 GHz et (2) 20 à 50 GHz. Une échelle 
logarithmique a été utilisée pour représenter la chute rapide de la permittivité complexe sur la première plage de 
fréquences (A.1 et B.1), alors que la mise en évidence des variations asymptotiques de la permittivité complexe 
à partir de 20GHz nécessite l’utilisation d’une échelle linéaire (B.1 et B.2). [240]. 
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La mise en évidence de l’existence d’un lien entre la signature diélectrique d’un échantillon 
constitué de NTC et sa concentration en NTC est particulièrement intéressante dans le cadre de notre 
étude. Si cette relation s’avérait en effet linéaire, il serait alors envisageable de déterminer la 
concentration en NTC des échantillons analysés en étudiant leur signature diélectrique dans le 
domaine HF. 
 
III.2. Matériel et méthodes 
 
Nous avons utilisé un des dispositifs mis au point par l’équipe MH2F du LAAS-CNRS pour étudier 
les effets de polarisation diélectrique de suspensions préparées à partir de larves de xénope exposées 
ou non à des DWNT et soumises à un champ électrique dans la gamme HF. Nous espérons mettre en 
évidence une corrélation entre la réponse diélectrique des suspensions biologiques contenant des 
DWNT et la concentration en DWNT, afin d’évaluer, par le biais de la mesure de leur permittivité 
relative, la concentration en NTC au niveau de ces échantillons. 
 
III.2.1. Matériel biologique 
 
D’une part, des larves de xénope (stade 50 de la table de Nieuwkoop et Faber [142]) ont été 
exposées pendant 96h en conditions statiques (i.e. sans renouvellement des milieux d’exposition et 
sans apport de nourriture) à 10 ou 50 mg/L de DWNT. Cet essai de toxicité aiguë comprend une 
condition T- dont le milieu (ER) est exempt de DWNT. A l’issu de cet essai, les individus ont été 
congelés à -80°C par lots de 10, puis lyophilisés et enfin broyés manuellement. Ces échantillons sont 
identifiés par la suite respectivement par « Lar10 », « Lar50 » et « LarT ». Rappelons que l’ingestion 
et l’excrétion de NTC par les larves de xénope  ont été mises en évidence précédemment (cf. Chapitres 
III et IV) en conditions semi-statiques. D’après les observations macroscopiques réalisées sur une 
large gamme de concentrations (0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L), la quantité de NTC dans l’intestin des larves 
semble augmenter avec la concentration d’exposition (données qualitatives). Il reste cependant 
difficile de différencier, selon leur assombrissement, l’intestin des larves exposées à 10 mg/L de 
DWNT bruts de celui des larves exposées à 50 mg/L de DWNT bruts. Il est donc tout autant 
envisageable que la teneur en DWNT de « Lar50 » soit supérieure à celle de « Lar10 » ou que ces 
valeurs ne soient pas significativement différentes. 
D’autre part, à l’issu de l’essai MN DWNT+Pb(II) (cf. Chapitre IV), l’intestin des larves exposées 
12 jours en conditions semi-statiques (renouvellement des milieux d’exposition et de contrôle et 
apport de nourriture quotidiens) à 0 (condition T-) ou 10 mg/L de DWNT (sans plomb) a été prélevé. 
Ils ont été également congelés à -80°C par lots de 5, puis lyophilisés et enfin broyés manuellement. 
Ces échantillons sont identifiés par la suite respectivement par « IntT » et « Int10 ». Les larves de 
xénope relatives aux échantillons « Lar10 » et « Int10 » ayant été exposées à la même concentration en 
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DWNT, nous envisageons qu’à cause d’un effet de concentration des NTC, du à la nature de 
l’échantillon (larve entière vs. intestin), la teneur en DWNT des intestins des larves (« Int10 ») soit 
supérieure à celles des larves prises dans leur intégralité (« Lar10 »). 
 
III.2.2. Dispositif 
 
 
 
 
Figure V. 21 : Illustrations du dispositif de mesure. (B) Le canal est rempli avec de la solution « ED+CMC ». 
Les flèches en pointillés indiquent le sens d’écoulement des suspensions et des solutions dans le canal micro-
fluidique. Les points blancs correspondent à des poussières déposées sur le dispositf. 
 
Le dispositif comprend un canal micro-fluidique en PDMS (polydiméthylsiloxane) fermé et 
disposé perpendiculairement à un circuit HF (ligne coplanaire CPW) localisé sur un wafer en quartz 
(figure V.21.A). Ce dernier repose sur une semelle dont la température est maintenue à 20°C. Cette 
régulation est nécessaire pour contrôler l’échauffement des suspensions lié aux pertes diélectriques 
importantes dans le domaine HF. 
Micro-sonde  
Pointes d’une 
micro-sonde 
‘masse-signal-
masse’ 
Pointes d’une 
micro-sonde 
‘masse-signal-
masse’ 
Canal micro-fluidique 
Circuit HF (ligne 
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Micro-sonde  
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Le canal est en fait un micro-réservoir dans lequel sont injectées les suspensions à analyser. Il 
permet ainsi la mise en interaction des fluides avec les lignes de champ électrique propagées sur la 
ligne CPW. Les étapes de remplissage, rinçage et renouvellement des suspensions ou des solutions 
sont effectuées manuellement à l’aide d’une seringue. La réalisation de ces étapes est contrôlée par le 
biais d’un microscope équipé d’une caméra CCD, qui permet également de prendre des clichés tels 
que celui présenté sur la figure V.21.B. Le canal mesure 2 mm de long, 300 µm de large et 200µm 
d’épaisseur. La zone active du capteur correspond donc à un volume de 0,12µL. 
Deux micro-sondes coplanaires sont mises en contact avec le circuit HF de part et d’autre du canal 
(figure V.21). Les deux doigts extérieurs constituent les conducteurs de masse (0 V) et le doigt 
médian le conducteur véhiculant les signaux HF (figure V.21.B). Les micro-sondes sont connectées à 
un analyseur vectoriel de réseau en charge des mesures des paramètres électriques HF du circuit. 
 
III.2.3. Préparation de suspensions biologiques de concentration en DWNT inconnue et 
détermination du facteur de bioaccumulation 
 
Des mesures diélectriques ont été effectuées dans un premier temps après avoir dispersé à la 
sonotrode (5 sec ON-5 sec OFF, 1min au total, puissance de 20 %, sonde de petit diamètre) 5mg 
d’échantillon biologique (« Lar10 », « Int10 ») par mL d’ED. Bien que ce protocole ait été appliqué 
juste avant leur transfert dans le canal microfluidique choisi, il s’est révélé inefficace pour palier à la 
réagglomération de la matrice biologique et des DWNT au cours de l’acquisition des données. Ces 
phénomènes de réagglomération perturbent l’écoulement des suspensions dans le canal et entrainent 
des difficultés à nettoyer ce dernier. De plus, nous soupçonnons que la répartition hétérogène des 
suspensions au dessus de la zone active du biocapteur soit responsable de l’importante dispersion des 
valeurs obtenues pour une même suspension. 
Pour palier à ces problèmes, les échantillons biologiques ont été dispersés dans une solution de 
CMC (10mg/mL, notée « ED+CMC ») et la durée de sonication des suspensions a été augmentée. 
Ainsi, après dissolution de la CMC dans de l’ED (60°C, agitation manuelle), la solution « ED+CMC » 
a été homogénéisée à la sonotrode (5 sec ON–5 sec OFF, 15 min au total). Chaque échantillon 
biologique a ensuite été dispersé à la sonotrode (5 sec ON–5 sec OFF, 15 min au total) dans le volume 
adéquat de solution « ED+CMC », de manière à ce que la concentration en échantillon biologique de 
chaque suspension soit de 10 mg/mL Précisons que dans le cas particulier de « LarT » et « IntT », une 
seule suspension « XenT » a été préparée à partir de ces deux échantillons, afin de constituer une 
suspension biologique de référence vis-à-vis à la fois des échantillons de larves entières et des 
échantillons d’intestins (cf. III.2.2. Traitement des données).  
 
Après évaluation de la concentration en DWNT au niveau des échantillons « Lar10 », « Lar50 » et 
« Int10 », les facteurs de bioaccumulation (FBA) ont été déterminés selon l’équation V.15. 
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 
 
echantillon biologique
milieu d exposition
DWNT
FBA =
DWNT 
 (V.15) 
avec  echantillon biologiqueDWNT  la concentration en DWNT évaluée au niveau de l’échantillon biologique et 
 milieu d expositionDWNT   la concentration en DWNT à laquelle ont été exposées les larves de xénope constituant 
l’échantillon biologique. 
 
Il convient de souligner que la définition rigoureuse du FBA est le rapport entre la concentration 
d’un polluant dans les tissus d’un organisme donné à sa concentration dans le biotope [195]. Or les 
dosages effectués au cours de cette étude ne nous permettent pas de connaitre la concentration en 
DWNT dans les tissus des larves mais plus généralement à l’échelle de l’organisme entier ou de leur 
l’intestin, organe principalement touché par leur absorption. 
 
 
III.2.4. Préparation d’une gamme d’étalonnage de suspensions biologiques de concentration 
en DWNT variable 
 
Une gamme d’étalonnage, dont la concentration nominale en DWNT varie entre 0,06 et 
4,00 mg/mL, a été préparée en ajoutant à la suspension « XenT » une masse connue de DWNT. Cette 
suspension mère, composée de 4 mg/mL de DWNT et notée « XenT+DWNT4 », a été dispersée à la 
sonotrode (5 sec ON–5 sec OFF, 15 min au total). Les étalons, notés « XenT+DWNT2 », 
« XenT+DWNT1 », etc jusqu’à « XenT+DWNT0,06 », ont été préparés par dilutions successives 
(facteur de dilution de 2, concentration en CMC fixe). Soulignons qu’avant prélèvement du volume de 
suspension mère adéquat pour préparer la suspension fille, chaque suspension mère a été dispersée à la 
sonotrode (5 sec ON-5 sec OFF, 5 min au total). 
 
 
III.2.5. Préparation de suspensions biologiques de concentration en DWNT connue mais 
analysées en aveugle 
 
Enfin, cinq suspensions constituées de « XenT » (10 mg/mL) et d’une concentration connue en 
DWNT ont été analysées en aveugle pour estimer la limite de détection et la précision de mesure de 
notre technique de dosage des DWNT par mesures diélectriques à une fréquence micro-ondes. Ces 
suspensions sont notées « Blind 1 », « Blind 2 », « Blind 3 », « Blind 4 » et « Blind 5 ». Elles ont été 
préparées par dilution à partir de quatre suspensions mères différentes. 
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III.2.6. Protocole de mesures diélectriques 
 
Les mesures diélectriques ont été réalisées sur une gamme de fréquence variant entre 40 MHz à 40 
GHz. Les paramètres S (pour Scattering, dispersion en français) de réflexion (S11 et S22) et de 
transmission (S21 et S12) de puissance sont mesurés au niveau des deux micro-sondes. L’acquisition de 
chaque série de données n’est effectuée qu’après stabilisation du liquide dans le micro-réservoir. 
Une première phase de calibrage Short-Open-Load-Through (SOLT) ramène les plans de mesure 
au niveau du bout des micro-sondes, c'est-à-dire au niveau des lignes d’accès. Dans un second temps, 
lorsque les micro-sondes connectent le circuit HF, une mesure est effectuée à vide. Cette étape permet 
de supprimer l’effet des accès et ainsi de calculer les propriétés diélectriques de la suspension ou de la 
solution contenue dans le canal micro-fluidique. Ce dernier est ensuite rempli avec la suspension à 
analyser, les paramètres S sont mesurés et la permittivité est extraite de 40 MHz à 40 GHz. 
Après plusieurs essais, le protocole retenu pour le passage des suspensions étalons, de celles dont la 
concentration en DWNT est inconnue et celles analysées en aveugle est le suivant : 
 
1. Dispersion de la suspension à la sonotrode (5 sec ON-5 sec OFF, 1 min de sonication au 
total). Cette étape permet d’optimiser la dispersion des suspensions et leur stabilité au 
cours de leur analyse ; 
2. Remplissage du canal micro-fluidique avec la suspension à analyser ; 
3. Attente de stabilisation (30 sec), puis acquisition des paramètres S ; 
4. Renouvellement de l’étape 2 et acquisition des paramètres S après stabilisation (30 sec) ; 
5. Rinçage du canal à l’aide de la solution « ED+CMC » avant passage de la suspension 
suivante. 
 
L’étape 4 a été renouvelée 4 fois pour permettre le calcul des moyennes et des écarts-types relatifs 
à chaque suspension. 
 
 
III.2.7. Traitement des données 
 
Les valeurs de permittivités réelle et imaginaire sont obtenues après traitement des données par un 
programme MATLAB. Il est alors possible de tracer l’allure de la réponse diélectrique des 
suspensions en fonction de la fréquence du champ EM appliqué, comme l’illustre la figure V.24. 
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Figure V. 22 : Evolution des permittivités (A) réelles ε  et (B) imaginaires ε  en fonction de la fréquence (Hz) 
du champ EM appliqué. Gamme de fréquences : 40 MHz à 40 GHz. Mesures effectuées au niveau de la 
suspension biologique de référence « XenT » et des suspensions de concentration en DWNT inconnue « Lar10 », 
« Lar50 » et « Int10 ». (A) Int10Δε  : contraste diélectrique entre la permittivité réelle de « XenT » et « Int10 ». 
(B) Int10Δε  : contraste diélectrique entre la permittivité imaginaire de « XenT » et « Int10 ». 
 
Que les suspensions biologiques analysées soient exemptes ou non de DWNT, l’allure des courbes 
décrivant l’évolution de leur permittivité réelle (figure V.22.A) est conforme aux équations V.13 et 
V.14, ainsi qu’à la figure V.15. Cette remarque s’applique également à l’allure des courbes décrivant 
l’évolution de leur permittivité imaginaire (figure V.22.B). Ainsi, la valeur maximale de la 
permittivité réelle est obtenue aux plus faibles fréquences étudiées (~ 1GHz), alors que les pertes 
diélectriques sont minimales. L’augmentation de la fréquence provoque une chute de la permittivité 
réelle et simultanément une hausse rapide de la permittivité imaginaire (jusqu’à ~15 GHz) puis une 
diminution progressive. 
En revanche, les permittivités réelle et imaginaire des suspensions biologiques comportant des 
DWNT (« Lar10 », « Lar50 », « Int10 ») sont supérieures à celles de la suspension biologique de 
référence (« XenT »), et ce quelque soit la fréquence du champ EM appliqué. De plus, à une fréquence 
donnée, les valeurs relatives à « Lar10 » et « Lar50 » sont comparables et supérieures à celles de la 
suspension biologique de référence, mais inférieures à celles de « Int10 ». Nous avons choisi 
d’exploiter les différences entre la permittivité moyenne de l’échantillon de référence (« XenT ») et 
celle obtenue pour la ième mesure des échantillons analysés (ici « Lar10 », « Lar50 » et « Int10 »), qui 
seront qualifiées par la suite de contrastes diélectriques iΔε  (équation V.16). Int10Δε  et Int10Δε sont 
représentés respectivement sur la figure V.22.A et sur la figure V.22.B, à titre d’illustrations. 
Les contrastes diélectriques semblent d’autant plus importants que la fréquence est faible. Ainsi, le 
contraste diélectrique maximum est atteint à une fréquence proche de 5GHz. Nous avons alors choisi 
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de travailler à partir des données acquises à 5 GHz et de nous concentrer sur les valeurs de la 
permittivité réelle, afin d’exploiter les contrastes diélectriques iΔε  (équation V.17).  
 
   i i moyΔε = ε Ech - ε XenT  (V.16) 
avec  
i
ε Ech  la permittivité réelle ou imaginaire de la suspension analysée  obtenue pour la mesure i et 
 
moy
ε XenT  la permittivité réelle ou imaginaire moyenne de la suspension de référence. 
   i i moyΔε = ε Ech - ε XenT    (V.17) 
avec  
i
ε Ech  la permittivité réelle de la suspension analysée  obtenue pour la mesure i et  
moy
ε XenT  la 
permittivité réelle moyenne de la suspension de référence. 
 
 
III.2.8. Détermination indirecte de la concentration en DWNT par dosage des sous-produits 
catalytiques de synthèse de DWNT 
 
Les DWNT (et plus généralement les NTC) sont constitués majoritairement de C, qui est également 
l’élément chimique majeur des échantillons biologiques. En revanche, alors que les teneurs massiques 
en Co et en Mo des DWNT atteignent respectivement 3,00 ± 0,15 % et 0,90 ± 0,04 %, ces éléments 
sont présents en quantité négligeable chez les larves de xénope (< 0,005 % ; cf. III.3.3). En faisant 
l’hypothèse que la proportion C:Co:Mo des DWNT est conservée au niveau des DWNT absorbés par 
les larves, la concentration en DWNT ( EchDWNT  ; mg DWNT/g échantillon sec) a été estimée au 
niveau des échantillons « XenT », « Lar10 », « Lar50 » et « Int10 », à partir de Ech%m X  la teneur 
massique en Co ou Mo de l’échantillon et DWNT%m X  la teneur massique en Co ou Mo des DWNT 
(équations V.18). Les concentrations ainsi estimées seront comparées à celles obtenues par mesures 
diélectriques. 
 
Ech
Ech
DWNT
%m X
DWNT = ×100
%m X
    (V.18) 
 
La teneur en Co et Mo a été analysé selon le protocole décrit dans le Chapitre II (cf. V.1 Analyses 
élémentaires). L’incertitude relative aux mesures est estimée à 5% pour les DWNT et 10% pour les 
échantillons biologiques. 
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III.3. Résultats 
III.3.1. Courbe d’étalonnage 
 
« XenT »
 
« XenT+DWNT0,25 »
 
« XenT+DWNT 0,5 » 
 
« XenT+DWNT 4,0 » 
 
 
« XenT+DWNT 2,0 » 
 
« XenT+DWNT 1,0 » 
 
Figure V. 23 : Courbe d’étalonnage obtenue à partir de la mesure diélectrique des suspensions 
« XenT+DWNT ». Les photographies ont été prises lors de l’analyse de ces suspensions.  
 
Le traitement des données obtenues à 5GHz suite à l’analyse des suspensions étalons 
« XenT+DWNT » permet de vérifier que le contraste de permittivité réelle ε  est proportionnel à la 
concentration en DWNT. La courbe d’étalonnage (figure V.23) décrit une droite linéaire dont la pente 
est de 1,70. La valeur du coefficient de détermination 
2
R  (=0,994) permet de valider cette équation de 
droite. Nous utiliserons donc la valeur de la sensibilité S (équation V.19) pour calculer la 
concentration moyenne en DWNT des suspensions biologiques de concentration inconnue et celles 
analysées en aveugle. 
 
 
5 GHzεS = = 1, 70
DWNT


 (V.19) 
avec S la sensibilité (mL de suspension/mg de DWNT) correspondant à la pente de la droite 
d’étalonnage qui décrit l’évolution du contraste de permittivité réelle à 5 GHz ( 5 GHzε ) en fonction 
de la variation de la concentration en DWNT (  DWNT , mg de DWNT/mL de suspension). 
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III.3.2. Limite de détection et précision de la technique 
 
De manière à estimer la limite de détection et la précision de mesure de notre technique de dosage 
des DWNT par mesures HF, cinq suspensions biologiques « Blind1 », « Blind2 », « Blind3 », 
« Blind4 » et « Blind5 », composées de DWNT en concentration connue, ont été analysées en aveugle. 
La concentration moyenne en DWNT (mg de DWNT/mL de suspension) a été déterminée à partir 
du contraste moyen de permittivité réelle ( moyε  ; tableau V.5) et de la sensibilité S obtenue grâce à 
l’analyse de la gamme d’étalonnage « XenT+DWNT ». Le tableau V.5 compare la concentration 
moyenne en DWNT obtenue pour chaque suspension à sa concentration nominale en DWNT. 
 
Tableau V. 5 : Résultats obtenus suite à l’analyse des suspensions de concentration connue en DWNT mais 
analysées en aveugle. Les concentrations moyennes (mg DWNT/mL suspension) estimées à partir des contrastes 
moyens de permittivité ( moyε )  sont comparées aux concentrations nominales. 
Référence [DWNT] nominale (mg/mL) 

moy
ε  
(± écart-type) 
[DWNT] estimée (moyenne ± 
écart-type ; mg/mL) 
Blind1 0,06 -0,014 ± 0,243 -0,01 ± 0,14 
Blind2 0,13 0,005 ± 0,043 0,03 ± 0,03 
Blind3 0,5 0,802 ± 0,222 0,47 ± 0,13 
Blind4 0,8 1,482 ± 0,262 0,87 ± 0,15 
Blind5 1 1,977 ± 0,125 0,99 ± 0,07 
 
Les concentrations en DWNT estimées pour « Blind3 », « Blind4 » et « Blind5 » sont fidèles aux 
concentrations nominales. Le pourcentage d’erreur moyen est estimé à 5%. En revanche, les valeurs 
estimées pour « Blind1 » et « Blind2 » ne reflètent pas les concentrations nominales. Les 
concentrations en DWNT composant ces deux suspensions doivent être inférieures à la limite de 
détection. Les résultats expérimentaux suggèrent donc que la précision et la limite de détection sont 
voisines de 0,15 mg/mL, ces valeurs correspondant à la concentration en DWNT la plus forte non 
détectable ainsi qu’à l’écart-type maximal des 5 blinds. 
 
III.3.3. Estimation de la concentration en DWNT au niveau de larves exposées à des DWNT 
et comparaison avec les résultats obtenus en dosant les sous-produits catalytiques de 
synthèse des DWNT 
 
La concentration en DWNT des suspensions préparées à partir de « Lar10 » et « Lar50 », 
échantillons de larves entières de xénope exposées respectivement à 10 et 50 mg/L de DWNT, et de la 
suspension préparé à partir de « Int10 », échantillon d’intestin de larves de xénope exposées à 10 mg/L 
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de DWNT, a été estimée par mesures diélectriques. Afin d’évaluer la pertinence des concentrations 
ainsi estimées, la concentration en DWNT a par ailleurs été déterminée à partir des teneurs en sous-
produits métalliques de synthèse des DWNT (Co et Mo) mesurées au niveau de ces mêmes 
échantillons. Le tableau V.6 présente les valeurs des contrastes moyens de permittivité réelle et celles 
des teneurs en Co et Mo, et confronte les concentrations en DWNT déduites à partir de ces deux types 
de mesure. 
 
Tableau V. 6 : Estimation de la concentration en DWNT (mg DWNT/g échantillon sec) chez les larves exposées 
à des DWNT et des facteurs de bioaccumulation (FBA) entre le milieu d’exposition et les larves selon la nature 
des échantillons (organismes entiers vs. intestins). Comparaison entre les valeurs évaluées à partir du contraste 
moyen de permittivité réelle ( moyε ) des suspensions biologiques et celles obtenues à partir des teneurs en sous-
produits métalliques ( Ech%m X  avec X : Co ou Mo, %m). * : « XenT » est une suspension exempte de DWNT. 
Etant utilisée comme suspension de référence, la valeur de sa permittivité réelle moyenne a été ramenée à la 
valeur nulle. 
Références 

moy
ε  
(± écart-
type) 
[DWNT] estimée 
(moyenne ± écart-
type, mg/g) 
FBA 
Ech%m X  
(± écart-type) 
[DWNT] estimée 
(moyenne ± 
écart-type, mg/g) 
FBA 
XenT 0,00 * 0,00 * - 
Co : <0,005 
Mo : <0,005 
0,00 * 
0,00 * 
- 
Lar10 
0,689 ± 
0,186 
46,70 ± 6,22 0,005 
Co : 0,079 ± 0,008 
Mo : 0,014 ± 0,001 
26,38 ± 3,96 
15,64 ± 2,35 
0,003 
0,002 
Lar50 
0,630 ± 
0,150 
42,34 ± 4,96 0,001 
Co : 0,087 ± 0,009 
Mo : 0,016 ± 0,002 
29,05 ± 4,36 
17,32 ± 2,60 
0,001 
0,000 
Int10 
2,709 ± 
0,624 
152,35 ± 40,34 0,015 
Co : 0,29 ± 0,029 
Mo : 0,049 ± 0,005 
96,83 ± 14,52 
54,75 ± 8,21 
0,010 
0,005 
 
Le dosage en Co et en Mo de l’échantillon biologique « XenT » (exempt de DWNT) confirme 
notre hypothèse quant à la présence de ces éléments chimiques en quantité négligeable au niveau de 
larves de xénope non exposées à des DWNT. Leur concentration est en effet inférieure au seuil de 
détection (< 50 ppm). 
La teneur en DWNT de l’échantillon « Lar10 » estimée par analyses HF n’est pas significativement 
différente de celle de l’échantillon « Lar50 ». Cette remarque s’applique également aux teneurs 
estimées par dosage isotopique des sous-produits métalliques. Par ailleurs, la concentration en DWNT 
de l’échantillon « Int10 » est largement supérieure quelque soit la méthode d’analyse utilisé (en 
moyenne 3,5 fois). Ceci confirme l’hypothèse que nous avions émise quant à un effet de dilution 
attribué à la nature de l’échantillon biologique (intestin vs. intégralité de l’organisme). 
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Cependant, les concentrations en DWNT estimées par mesures diélectriques au niveau de ces trois 
échantillons sont en moyenne 1,6 fois et 2,7 fois supérieures à celles estimées par dosage 
respectivement du Co et du Mo. Ajoutons qu’alors que ces éléments chimiques sont à l’état de traces 
au niveau de la matrice biologique, la proportion Co:Mo, estimée à 3,3:1 au niveau des DWNT, n’est 
pas conservée au niveau des échantillons « Lar10 », « Lar50 » et « Int10 », mais atteint 5,7:1. Ceci se 
répercute sur les concentrations en DWNT estimées par dosage des sous-produits de synthèse. En 
effet, celles estimées par dosage du Co sont en moyenne 1,7 fois supérieures à celles estimées par 
dosage du Mo. Ces observations et leur incidence sur l’interprétation des concentrations en DWNT 
évaluées par mesures micro-ondes sont discutées dans la partie suivante. 
 
 
III.4. Discussion 
 
L’objectif de cette étude était de développer une technique de dosage des DWNT chez les larves 
exposées à ces NTC. 
 
Nous avons travaillé à partir de deux types d’échantillons biologiques ; à savoir des larves de 
xénope exposées à 0, 10 ou 50 mg/L de DWNT pendant 96h et prises dans leur intégralité 
(respectivement « LarT », « Lar10 » et « Lar50 ») et l’intestin de larves de xénope exposées à 0 ou 10 
mg/L de DWNT pendant 12 jours (respectivement « IntT » et « Int10 »). 
L’analyse de ces échantillons a été réalisée dans un biocapteur mis au point par l’équipe MH2F du 
LAAS. Il est constitué notamment d’un canal microfluidique, comprenant un micro-réservoir de 
0,12 µL qui accueille la suspension à analyser, disposé perpendiculaire au circuit HF. Ce dispositif 
permet de soumettre ce volume de suspension à un champ EM, dont la fréquence varie entre 40 MHz 
et 40 GHz, et de mesurer les paramètres de réflexion et de transmission. Leur traitement permet 
ensuite de calculer les valeurs de permittivités réelle et imaginaire, afin d’accéder à la signature 
diélectrique caractéristique de la suspension analysée. 
Pour analyser les échantillons de larves de xénope, ces derniers ont donc été lyophilisés, broyés 
manuellement puis dispersés à la sonotrode dans un volume adéquat de solution de CMC (10 mg/mL) 
afin que la concentration en matériel biologique soit identique d’une suspension biologique à l’autre 
(10 mg/mL). La suspension biologique de référence « XenT » (exempte de DWNT) a été préparée 
selon le même protocole en mélangeant les échantillons « LarT » et « InT ». 
 
Les suspensions biologiques « XenT », « Lar10 », « Lar50 » et « Int10 » ont révélé un 
comportement diélectrique en fréquence prédictible et caractérisé par des valeurs de permittivité 
(réelle et imaginaire) distinctes. Ainsi, un phénomène de relaxation dipolaire, caractérisé par une chute 
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de la permittivité réelle et une augmentation simultanée de la permittivité imaginaire, a été observé à 
de 1 à 15 GHz. Il est suivi d’une diminution des pertes de charge au-delà de 15 GHz. 
Ce phénomène de relaxation diélectrique s’explique notamment par le fait que les suspensions 
soient composées d’eau, dont la réponse diélectrique est caractérisée par une relaxation dipolaire 
importante dans la gamme HF [225], [229]. Les DWNT, du fait de leurs propriétés diélectriques [237], 
[240], participent quant à eux à l’augmentation des permittivités relatives réelle et imaginaire. Leur 
présence dans les suspensions « Lar10 », « Lar50 » et « Int10 » explique le fait que les valeurs de 
permittivité réelle et imaginaire obtenues pour ces suspensions soient supérieures à la suspension 
biologique de référence « XenT ». En prenant en compte ces observations, nous avons choisi de traiter 
les données acquises à 5GHz et de restreindre notre étude aux contrastes de permittivité réelle mesurés 
par rapport à la suspension biologique de référence. 
Les mesures effectuées à partir des suspensions biologiques de concentration en DWNT connue 
(gamme d’étalonnage « XenT+DWNT ») ont permis de mettre en évidence que l’évolution du 
contraste de permittivité réelle mesuré à 5GHz était proportionnelle à la concentration en DWNT. 
Cette droite d’étalonnage a donc été utilisée pour, d’une part, évaluer sa sensibilité et, d’autre part, 
estimer la limite de détection et la précision de mesure de notre technique. 
Pour ce faire, des suspensions biologiques contenant des DWNT en concentration variable mais 
connue (de 0,06 à 1 mg DWNT/mL suspension) ont été analysées en aveugle. D’une part, les 
concentrations déterminées selon notre technique se sont révélées fidèles aux concentrations 
nominales en DWNT (pourcentage d’erreur moyen estimé à 5%). D’autre part la limite de détection a 
été estimée à 0,15 mg DWNT/mL suspension, soit 15 µg DWNT/g échantillon pour une suspension 
composée de 10 mg/mL de matrice biologique. Compte tenu du volume du micro-réservoir, nous 
pouvons estimer que la présence de DWNT au niveau d’une suspension biologique est détectable et 
quantifiable dès lors que la quantité de DWNT localisée dans la zone capteur approche une masse de 
0,02 µg. En comparaison, Irin et al. [242] ont mis au point une technique de dosage de MWNT par 
mesures HF au niveau de racines de luzerne séchées (50°C, 6h) qui ne permet pas de détecter une 
masse de NTC inférieure à 0,1 µg. Pour information, cette technique exploite également la réponse 
diélectrique des NTC, mais repose sur la mesure de l’échauffement des échantillons survenant 
rapidement suite à l’augmentation des pertes diélectriques. Les auteurs ont en effet montré que le 
contraste de température était proportionnel à la concentration en MWNT. 
 
Notre technique de dosage, par mesures diélectriques, de DWNT présents dans une suspension 
biologique, soumise à un champ EM dans la gamme HF, a été utilisée pour analyser les échantillons 
« Lar10 », « lar50 » et « Int10 ». A titre comparatif, la concentration en DWNT au niveau de ces 
échantillons a également été déterminée à partir de la teneur en sous-produits catalytiques de synthèse 
(Co et Mo) au niveau des DWNT bruts et de ces échantillons. 
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Les analyses de permittivité réelle et le dosage en sous-produits métalliques relatifs aux 
échantillons « Lar10 » et « Lar50 » n’ont pas révélé de différence significative entre la concentration 
en DWNT au niveau de ces deux échantillons. Pourtant, il s’agit de larves exposées, pendant la même 
durée (96h), à deux concentrations différentes en DWNT. Par ailleurs, les observations visuelles ne 
suggèrent pas de différence de taille des individus entre ces deux conditions aux termes de cet essai de 
toxicité aiguë. Elles suggèrent également que les NTC sont majoritairement présents au niveau de 
l’intestin et que leur excrétion se manifeste avant la fin de cet essai. Petersen et al. ont mené deux 
essais indépendants de toxicité aiguë, au cours desquels des daphnies ont été exposées pendant 48h à 
différentes concentrations (0,04 – 0,10 et 0,40 mg/L pour le premier essai [131] et 0,025 – 0,20 mg/L 
pour le second essai [243]) de MWNT marqués au 
14
C. Ils rapportent une augmentation des 
concentrations en MWNT puis une stabilisation de celles-ci jusqu’à la fin des essais. Cet état 
stationnaire a été atteint au bout de 24h, sauf pour les daphnies exposées à la concentration maximale 
testée où il semble avoir été atteint plus rapidement (10h). Enfin, la concentration maximale en 
MWNT au niveau des organismes semble augmenter avec la concentration d’exposition. Or ces 
dernières sont nettement inférieures à celles auxquelles ont été exposées les larves d’amphibien. De 
plus, les larves ont un comportement alimentaire de brouteur, plus propice donc à l’ingestion de NTC 
ayant sédimentés que celui des daphnies. Il est donc envisageable que la capacité maximale de 
remplissage de leur intestin ait été atteint au cours de l’essai mené pendant 96h, et ce dès une 
concentration d’exposition de 10 mg/L. Ceci expliquerait que les concentrations en DWNT mesurées 
au niveau des échantillons « Lar10 » et « Lar50 » ne soient pas significativement différentes. 
Comme nous l’avions soupçonné, l’échantillon « Int10 » présente une concentration en DWNT 
(3,5 fois) supérieure à celle de l’échantillon « Lar10 », bien que la concentration d’exposition des 
larves soit identique (10 mg/L). Cet écart est attribuable à la nature des échantillons (organismes pris 
dans leur intégrabilité vs. prélèvement des intestins seulement) et au fait que les NTC sont présents 
majoritairement au niveau de l’intestin des larves. Par ailleurs, en faisant l’hypothèse qu’à cette 
concentration d’exposition la capacité maximale de remplissage de leur intestin est atteinte en moins 
de 3 jours, nous supposons que la différence de durée d’exposition (96h pour l’essai de toxicité aiguë 
et 12 jours pour l’essai MN) n’influe pas sur les écarts de concentration en DWNT entre ces deux 
échantillons. Ces résultats sont en accord avec l’observation d’un phénomène de concentration de 
contaminants environnementaux, tels que le plomb [205] et le cadmium [244], dans l’intestin des 
larves de xénope. 
Quelque soit la méthode d’évaluation utilisée, les concentrations en DWNT estimées au niveau de 
« Lar10 » et « Lar50 » sont donc sensiblement identiques entre elles et sont significativement 
inférieures à celle estimée au niveau de « Int10 ». Cependant, il convient de souligner que la 
concentration en DWNT évaluée en dosant le Co au niveau de ces échantillons est 1,7 fois supérieure 
à la celle évaluée par dosage du Mo, alors que cette méthode d’évaluation devrait aboutir aux mêmes 
résultats. En effet, sachant que ces éléments sont présents à l’état de traces au niveau des organismes, 
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le rapport Co:Mo mesurée au niveau des échantillons devrait être identique à celui des DWNT. Or ce 
rapport n’est pas conservé (3,34 au niveau des DWNT et 5,7 en moyenne au niveau des échantillons). 
Plusieurs hypothèses peuvent être proposées pour expliquer cette modification ; à savoir une 
minéralisation incomplète du Mo voire des deux éléments (Mo et Co) et/ou une dissolution partielle de 
ces métaux dans les milieux d’exposition. Cette dernière piste reste en cours d’investigation. Toujours 
est-il que cette méthode ne permet pas d’obtenir des résultats fiables en termes de concentration en 
DWNT au niveau des échantillons biologiques. De même ils ne constituent pas des arguments pour 
rejeter les résultats obtenus par le biais de la technique HF, qui sont d’ailleurs 1,6 fois supérieurs à 
ceux évalués à partir du dosage en Co.  
 
Nous retiendrons donc les résultats obtenus en appliquant la technique de dosage par analyses HF 
que nous avons développée dans cette étude. Ainsi, après une exposition de 96h à 10 et 50 mg/L de 
DWNT, la quantité de NTC ingérés par les larves serait sensiblement identique : respectivement 46,7 
± 6,2 et 42,3 ± 5,0 mg DWNT/g larve sèche, soit un FBA respectif de 0,005 et 0,001. A titre 
comparatif, les FBA calculés à partir des résultats obtenus par Petersen et al. [131], [243] et relatifs au 
dosage de MWNT marqués au 
14
C au niveau de daphnies exposées pendant 96h à une concentration en 
MWNT située dans la gamme de concentration 0,025 - 0,4 mg/L, sont compris entre 0,05 et 0,350. 
Pour information, les organismes ont été séchés avant leur analyse. Les FBA déterminées à partir des 
résultats obtenus par mesures diélectriques sur larves de xénope sont donc inférieurs à ceux relatifs 
aux daphnies. Ces différences peuvent être dues à une variation entre ces deux organismes modèles du 
rapport masse d’intestin/masse totale, d’autant plus que les facteurs sont calculés à partir de la masse 
sèche des organismes (et non de leur masse fraîche). De plus, ils possèdent un mode d’alimentation 
caractéristique à chacun. 
Par ailleurs, l’ingestion de DWNT par des larves exposées, pendant 12 jours, à 10 mg/L entraine 
une accumulation de 152,4 mg DWNT/g intestin sec, soit un FBA de 0,015. Pour la suite, il serait 
intéressant, à l’aide de la technique HF développée dans cet étude, d’étudier les cinétiques d’ingestion 
et d’excrétion des DWNT par les larves de xénope, ainsi que la dépuration (dans des milieux exempts 
de NTC), en faisant varier des paramètres tels que leur concentration et leur état de dispersion. Un gain 
en termes de précision de mesure pourrait être obtenu en se concentrant directement sur l’analyse de 
leur intestin, organe relativement facile à isoler et prélever sur cet organisme, notamment du fait de sa 
taille. Enfin, il est tout à fait envisageable de transposer cette technique à l’étude d’autres types de 
NTC, tels que les MWNT, de modèles biologiques et d’organes, tels que le foie. 
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 Discussion et conclusion générales, perspectives 
 
Ces travaux se situent dans le contexte général de l’évaluation de l’impact potentiel des 
nanoparticules sur l’environnement, et plus particulièrement dans le cadre d’une démarche prospective 
menée en laboratoire sur l’évaluation de l’écotoxicité de nanotubes de carbone (NTC) intégrés dans le 
compartiment aquatique (eau douce), suite à leur rejet, pouvant avoir lieu à différentes étapes de leur 
cycle de vie, et leur dissémination dans l’environnement. 
Tout d’abord, nous avons considéré le fait que les organismes aquatiques puissent être exposés à 
des NTC présentant des caractéristiques variables, en termes de nombre de parois, de longueur, de 
diamètre, de surface spécifique, de qualité structurale et de composition chimique. Par ailleurs, selon 
les paramètres physico-chimiques du milieu et les conditions de rejet, ils pourraient être en interaction 
avec des NTC agglomérés, ayant sédimentés, et/ou, du fait de l’adsorption d’agents dispersant naturels 
ou de synthèse présents dans le milieu, de NTC individualisés, (remis) en suspension dans la colonne 
d’eau. Enfin, les eaux de surface contiennent des contaminants environnementaux avérés, tels que les 
métaux lourds, qui pourraient être adsorbés par les NTC, ces derniers pouvant alors agir 
potentiellement comme vecteurs de contamination vis-à-vis des organismes. L’intégration de NTC 
dans le compartiment aquatique pourrait donc, pour les raisons présentées ci-dessus, moduler les 
réponses biologiques des organismes aquatiques. 
Or les protocoles d’exposition généralement mis en œuvre pour vérifier l’innocuité de 
contaminants potentiels s’adressent principalement à des composés solubles. De plus, la localisation et 
la quantification des NTC, potentiellement présents dans le milieu naturel et les organismes en contact, 
demeurent des défis considérables. Il est donc nécessaire, pour répondre à cette problématique 
environnementale, de développer, d’une part, des protocoles d’écotoxicologie adaptés aux NTC et 
prenant en compte les différents scénarios d’exposition décrits, et d’autre part, des méthodes de dosage 
des NTC dans des matrices aqueuses ou biologiques. 
 
 
Nous nous sommes intéressés, en premier lieu, à l’évaluation de l’écotoxicité de nanotubes de 
carbone biparois (DWNT), synthétisés à l’échelle du laboratoire, selon un protocole développé par le 
CIRIMAT, et de nanotubes de carbone multiparois (MWNT), produits à l’échelle semi-industrielle, 
par la société Arkema-France. Leurs potentielles toxicités aiguë (mortalité), chronique (croissance) et 
génétique (induction de micronoyaux) on été évaluées, après 12 jours d’exposition, chez un modèle 
amphibien : la larve de xénope (Xenopus laevis). Les larves de xénope ont été exposées à une large de 
gamme de concentrations de NTC (0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L). Elle comprend aussi bien des 
concentrations généralement utilisées dans le cadre de bioessais réalisés sur d’autres organismes 
modèles, mais tout de même très supérieures à celles estimées dans l’environnement (de l’ordre de 
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quelques centièmes de ng/L ; Gottschalk, 2009), que de fortes concentrations susceptibles d’être 
retrouvées dans le milieu aquatique au niveau d’un point de rejet de nature accidentelle par exemple. 
 
Dans le cadre de l’essai micronoyau amphibien, normalisé AFNOR (2000) et ISO (2006), appliqué 
à ces travaux, des protocoles nouveaux et originaux de préparation de suspensions de NTC et 
d’exposition des larves de xénope ont été mis au point. 
Le premier protocole a été appliqué à l’évaluation de l’écotoxicité potentielle des MWNT bruts 
chez les larves de xénope. Il consiste à préparer, avant le début du bioessai (mise en route), un stock de 
suspensions concentrées en NTC bruts, en utilisant des méthodes de dispersion physique (ultra-turrax, 
sonotrode). Puis au cours du bioessai, une suspension, contenant la quantité adéquate de NTC, est 
utilisée par condition d’exposition pour renouveler quotidiennement les milieux, après leur remise en 
suspension dans un bain à ultrasons. Nous avons montré que ce protocole de dispersion physique 
permettait la désagglomération des NTC et aboutissait à l’obtention de suspensions composés à la fois 
d’agglomérats de NTC, dont la taille a été réduite, et de NTC individualisés. Dans ces conditions de 
préparation, aucune augmentation significative des défauts de structure n’a été mise en évidence au 
niveau des NTC. 
Dans le cadre de l’évaluation de l’écotoxicité de NTC individualisés en suspension dans la colonne 
d’eau et afin d’étudier leur «effet nanométrique » potentiel, une étape d’incorporation d’un agent 
dispersant naturel, la gomme arabique (GA), ou de synthèse, la carboxyméthylcellulose (CMC), a été 
ajoutée dans le protocole de dispersion physique. Ces agents dispersants, solubles dans l’eau, ont été 
préférés à d’autres notamment du fait de leur biocompatibilité et de leur utilisation massive dans des 
domaines industriels variés, et donc de leur présence potentielle dans le compartiment aquatique. Leur 
concentration dans les milieux d’exposition des larves a été fixée à 50 mg/L. Cette concentration est 
suffisante pour maintenir en suspension les agglomérats de MWNT ou les faisceaux de DWNT de 
taille réduite, ainsi que les NTC individualisés, pendant au moins 24 h (durée imposée par le 
renouvellement quotidien des milieux d’essai), en l’absence de larves. Aucune différence significative 
en termes d’efficacité de dispersion entre les polymères utilisés n’a été mise en évidence, en l’absence 
de larves. Ce protocole de dispersion physique et chimique permet également un gain de temps par 
rapport à ceux largement utilisés dans le cadre de bioessais réalisés sur d’autres modèles aquatiques, 
puisque ces derniers intègrent des étapes supplémentaires, telles que des étapes de repos et de 
centrifugation. De plus, quelque soit le protocole appliqué, la présence d’organismes dans les milieux 
d’exposition déstabilise les suspensions. Dans nos conditions d’essai, la déstabilisation des nanotubes 
bruts débute peu après l’introduction des larves de xénope, alors que l’agglomération et la 
sédimentation de ceux initialement dispersés à l’aide d’agent dispersant sont nettement ralenties. 
De manière à apporter des éléments de discussion nouveaux par rapport aux résultats antérieurs 
déjà acquis au laboratoire, et notamment au cours des travaux de Landois (2005-2008), des bioessais 
supplémentaires ont été effectués, d’une part, à partir de MWNT ou de DWNT préparés en conditions 
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variées. Concernant les MWNT bruts, préparés selon le protocole de dispersion physique décrit ci-
dessus, les larves de xénope ont été exposées majoritairement à des NTC qui se présentaient sous 
forme d’agglomérats ayant sédimentés au fond des cristallisoirs. D’autres bioessais ont été menés à 
partir de DWNT dispersés à l’aide de CMC, ainsi que de MWNT dispersés à l’aide de GA ou de 
CMC, selon le protocole de dispersion physique et chimique décrit ci-dessus. Au cours de ces 
bioessais, les larves de xénope ont également été exposées à des agglomérats de NTC ayant sédimenté, 
mais aussi à des NTC individualisés et des agglomérats de taille réduite présents dans la colonne 
d’eau. 
 
Du fait de leur comportement alimentaire, les larves de xénope ingèrent et excrètent des NTC au 
cours de leur exposition à ces nanoparticules. Il s’agirait principalement d’agglomérats ayant 
sédimentés au fond des cristallisoirs et ayant pu s’adsorber aux particules de nourriture. La quantité de 
NTC présents dans l’intestin des larves a tendance à augmenter avec la concentration d’exposition, 
mais dans ces conditions, une capacité maximale d’ingestion pourrait être atteinte aux plus fortes 
concentrations étudiées. Ce point est rediscuté par la suite. Nous avons émis l’hypothèse que 
l’ingestion de NTC pourrait perturber notablement le transit intestinal des larves et/ou instaurer une 
compétition avec les nutriments, induisant des effets significatifs de toxicité chronique et de toxicité 
aiguë.  
Par ailleurs, nous avons étudié l’écotoxicité potentielle d’autres matériaux en réalisant des essais 
biologiques dans des conditions similaires, afin d’établir une comparaison avec les réponses 
biologiques des larves exposées aux NTC. Pour ce faire, nous avons choisi de nous intéresser à deux 
types d’amiante, la crocidolite et le chrysotile, minéraux naturels dont la morphologie (forme fibreuse) 
est proche de celles des NTC, ainsi que des nanoparticules de noir de fumée, composées 
principalement de carbone désorganisé qui constitue notamment un sous-produit de synthèse des NTC. 
Nous avons observé des effets d’inhibition de croissance chez les larves exposées pendant 12 jours à 
ces matériaux, alors que les conditions d’exposition sont similaires à celles aux NTC bruts. De plus, au 
même titre que les NTC bruts, ils sédimentent rapidement, sont ingérés et excrétés par les larves. Il 
semblerait donc que les effets toxiques des NTC sur la croissance des larves, mis en évidence dans 
certaines conditions, ne soient pas exclusivement dus à leurs propriétés intrinsèques, mais, au moins 
en partie, à un effet mécanique généralisable à d’autres matériaux ingérés par les larves de xénope au 
cours de leur exposition. A l’issue de ces essais, nous proposons l’utilisation du noir de fumée (à la 
concentration de 5 mg/L) comme témoin de l’inhibition de croissance chez les larves de xénope. 
Enfin, dans le cadre de l’exposition des larves de xénope aux DWNT bruts ou dispersés, nous 
avons pu observer la présence d’amas de couleur noire au niveau des corbeilles branchiales. 
Concernant l’exposition aux MWNT, de tels amas n’ont été observés que chez les larves exposées à 
ces NTC dispersés. Les différences entre ces deux natures de NTC, en termes de surface spécifique, de 
longueur et de morphologie des agglomérats, pourraient être en cause. Nous ne pouvons cependant pas 
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exclure que des NTC soient également présents au niveau des corbeilles branchiales des larves 
exposées aux MWNT bruts, mais il est possible qu’ils soient présents en quantité insuffisante pour 
permettre leur mise en évidence, à l’échelle macroscopique. Toujours est-il que la présence de tels 
amas pourrait indiquer un colmatage partiel de leurs branchies par des NTC, induisant potentiellement 
des effets d’hypoxie, qui s’ajouteraient aux effets mécaniques pouvant être induits par leur ingestion. 
Les mécanismes de toxicité des NTC chez les larves de xénope pourraient donc être principalement 
indirects car liés à leur ingestion et/ou à leur adsorption au niveau des corbeilles branchiales. Ils 
pourraient participer à l’expression d’effets toxiques et génotoxiques qui sont modulés par la nature et 
l’état de dispersion des NTC, mais également par la nature de l’agent dispersant. Par exemple, alors 
qu’en présence de DWNT dispersés à l’aide de CMC aucune mortalité ni génotoxicité significative par 
rapport au T- n’a été mise en évidence, une inhibition de croissance et une génotoxicité significatives 
ont été mises en évidence chez les larves exposées aux MWNT dispersés à l’aide de CMC, 
respectivement à partir de 10 mg/L et à 1 ou 10 mg/L. Par ailleurs, en comparaison avec ces derniers 
résultats, nous avons observé une mortalité seulement chez les larves exposées en présence de 
50 mg/L de MWNT bruts et une absence de génotoxicité quelle que soit la concentration. Enfin, en 
présence de GA, la croissance des larves exposées à 0,1 et 1 mg/L de MWNT dispersés est 
significativement favorisée et le taux de mortalité observé en présence de 10 mg/L de MWNT 
dispersés à l’aide de CMC diminue pour atteindre celui obtenu en l’absence d’agent dispersant. Nous 
avons émis l’hypothèse que les effets « bénéfiques » de la GA résideraient, du moins en partie, dans le 
fait qu’elle pourrait constituer une source d’énergie non négligeable pour ces organismes. 
 
 
La deuxième partie de ces travaux de thèse a été dédiée à l’étude de la co-exposition des larves de 
xénope aux DWNT (bruts) et au Pb(II), en conditions semi-statiques. Les réponses biologiques 
observées suite à l’exposition uniquement aux DWNT (0,1 et 10 mg/L) ou uniquement au Pb(II) (0,1 – 
1 – 30 mg/L) sont semblables à celles observées précédemment au laboratoire. L’expression de la 
toxicité aiguë ne semble pas varier significativement (aucune mortalité significative) en présence de 
DWNT et de Pb(II) par rapport aux résultats obtenus en présence de DWNT uniquement ou de Pb(II) 
uniquement. En revanche, l’exposition simultanée à des DWNT et du Pb(II) entraine des effets 
synergiques en termes de toxicité chronique et de génotoxicité. Ainsi, suivant les concentrations 
étudiées, une augmentation ou une réduction significative des effets toxiques par rapport aux 
différentes conditions contrôles DWNT et Pb(II) ont été mises en évidence après 12 jours 
d’exposition. Un effet synergique sur la croissance n’a cependant été mis en évidence que chez les 
larves exposées simultanément à 0,1 mg/L de DWNT et 1 mg/L de Pb(II), par rapport au T-. Par 
ailleurs, un effet synergique de génotoxicité a été mis en évidence chez les larves exposées à cette 
même condition d’exposition, ainsi que chez celles exposées simultanément à 0,1 mg/L de Pb(II) et 
0,1 ou 10 mg/L de DWNT.  
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L’adsorption de Pb(II) par les DWNT ne serait pas significative dans les conditions d’exposition. 
Les DWNT ne constitueraient donc pas des vecteurs de contamination des larves de xénope au Pb(II). 
De même, le Pb(II), ingéré sous forme de précipité de Pb(II) ou de nourriture et d’excréments 
contaminés au Pb(II), ne pourrait pas être assimilé par les larves. Seuls les ions Pb
2+
 seraient 
biodisponibles pour les larves et pénètreraient dans les organismes par voies cutanée et branchiale. La 
capacité maximale d’absorption serait atteinte avant le renouvellement des milieux d’essai, notamment 
à cause de l’interaction des larves avec ces milieux qui provoque leur acidification. La majorité du 
Pb(II) précipitant, les concentrations en Pb(II) dissous sont très inférieures aux concentrations 
nominales et diminue en général significativement entre deux renouvellements de milieux. Là encore, 
la présence des larves influerait significativement sur ce paramètre, probablement en partie du fait de 
l’adsorption de Pb2+. Quelque soit leur concentration, la contribution des NTC à l’évolution du pH et 
de la concentration en Pb(II) serait négligeable. 
 
 
L’ingestion de NTC et leur transit dans le tube digestif des larves de xénope a clairement été mis en 
évidence, et ce quelque soit la nature des NTC, leur état initial de dispersion et la concentration 
d’exposition. Cependant, la mise en évidence d’une contamination des coupes intestinales, lors de leur 
préparation, ne permet pas de démontrer, par observation en microscopie électronique en transmission, 
le passage potentiel des NTC au travers de la paroi intestinale. Par ailleurs, la spectroscopie Raman 
semble moins adaptée à la détection de MWNT que celle de DWNT, au sein d’une matrice biologique, 
surtout en présence d’agent dispersant utilisé dans le cadre de l’exposition des larves de xénope à des 
NTC dispersés. De plus, l’aptitude de cette technique à détecter des NTC isolés est remise en question, 
pour des raisons de sensibilité dans les matrices biologiques (interférences). La dernière partie de ces 
travaux est consacrée au développement de deux méthodes originales de dosage de NTC 
potentiellement présents dans une matrice biologique. 
La première méthode est basée sur la détermination de l’abondance relative en carbone 13 (δ13C), 
par mesure du rapport isotopique 
13
C/
12C, d’échantillons de larves exposées à des NTC. Pour ce faire, 
d’une part, du CH4 enrichi ou non en 
13
C a été utilisé pour synthétiser, par CCVD des DWNT de 
même qualité structurale, mais alors que le 
13
C est pratiquement absent des premiers, il représente plus 
de 95% du C total composant les seconds. D’autre part, une méthode de synthèse de MWNT optimisée 
pour fonctionner avec un volume d’EtOH très limité (EtOH anhydre ou mélange d’EtOH anhydre et 
d’EtOH enrichi en 13C (1,7/1 (m/m))), a été développée. Elle a permis la production de MWNT 
constitués soit exclusivement de 
12
C et soit contenant environ 20 % de 
13
C. Quelque soit la nature des 
NTC ainsi synthétisés, nous avons mis en évidence leur ingestion et leur excrétion par les larves de 
xénope au cours de leur exposition, pendant 12 jours, à 1 ou 10 mg/L de NTC bruts, dans des 
conditions d’essai identiques à celles appliquées aux MWNT bruts fournis par Arkema-France. Les 
résultats des analyses ont montré qu’un taux d’enrichissement en 13C très important est nécessaire si 
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l’on cherche à doser de très faibles quantités de NTC. Pour cette raison, seule la présence de DWNT 
enrichis en 
13C a pu être mise en évidence, et ce dans les échantillons de foie. En faisant l’hypothèse 
que les échantillons biologiques n’ont pas été contaminés au cours de la manipulation, les DWNT 
pourraient être bioaccumulés de façon hétérogène au niveau du foie des larves. Quant à leur sang, nous 
n’excluons pas le fait qu’il permettrait une distribution rapide des NTC aux tissus et organes irrigués, 
tels que le foie, et/ou leur excrétion rapide. 
Une technique de dosage des DWNT, dans des suspensions d’intestins ou de larves entières de 
xénope lyophilisés puis dispersés dans une solution aqueuse de CMC, a été développée. Elle utilise les 
propriétés diélectriques des NTC et des matrices biologiques. L’analyse de ces suspensions a été 
réalisée dans un biocapteur, au niveau duquel elles sont soumises à un champ électromagnétique 
hyperfréquence (40 MHz à 40 GHz) et les paramètres S sont mesurés afin de déterminer notamment 
les valeurs de permittivité réelle en fonction de la fréquence du champ. Nous avons montré que le 
contraste de permittivité réelle, à 5 GHz, de suspensions de larves non exposées à des DWNT, 
auxquelles ont été ajoutées une quantité connue de DWNT, est proportionnel à la concentration en 
DWNT. Le pourcentage d’erreur moyen a été estimé à 5% et le seuil de quantification à 0,15 mg 
DWNT/mL suspension, soit une quantité de DWNT dans la zone capteur du dispositif de mesures 
diélectriques de 0,02 µg. La technique que nous avons développée serait donc environ cinq fois plus 
sensible que celle reposant également sur le principe de polarisation des dipôles non permanents par 
un champ électromagnétique et développée, sur des échantillons de luzerne, par Irin et al. (2012). La 
teneur en NTC des larves entières de xénope, exposées en conditions statiques pendant 96 h à 10 ou 50 
mg/L de DWNT bruts, et celle de l’intestin de larves, exposées en condition semi-statiques pendant 12 
jours à 10 mg/L de DWNT bruts, atteindrait respectivement en moyenne 44,5 et 152,4 mg/g (poids 
sec). Par ailleurs, nous avons montré que les DWNT seraient, à l’échelle d’une larve entière, 
majoritairement présents dans leur intestin. De plus, la quantité de DWNT, présents dans l’intestin des 
larves exposées, pendant 12 jours, en conditions semi-statiques, aux DWNT bruts, atteindrait une 
valeur maximale, par rapport à leur capacité d’ingestion, dès une concentration d’exposition de 10 
mg/L. 
 
 
 
 
Dans le cadre des travaux de mise au point de protocoles de préparation de suspensions de NTC 
bruts ou dispersés et d’exposition des larves de xénope, nous ne sommes pas parvenus à statuer quant 
à la réduction potentielle de la longueur des MWNT avec la durée de sonication. En effet, 
l’enchevêtrement des MWNT composant les suspensions fournies par Arkema-France ne permet pas 
de discerner si l’apparition de MWNT courts est due à leur endommagement partiel ou simplement à 
leur libération des agglomérats initiaux. Par ailleurs, il serait intéressant, afin évaluer de manière fiable 
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et précise la taille des agglomérats de NTC dispersés, d’adapter la technique d’analyse MALS couplée 
à la FFF, plus adaptée à des suspensions hétérogènes composées de particules non sphériques, comme 
c’est le cas pour celles des NTC. La cryo-microscopie pourrait par ailleurs constituer une technique 
alternative pour la caractérisation des suspensions de NTC dispersés, mais également pour l’étude du 
franchissement potentiel par les NTC de barrières naturelles, telles que la paroi intestinale et la surface 
des branchies, et de leur translocation et bioaccumulation dans des organes internes.  
La difficulté de broyage des échantillons de foie nous a permis d’émettre l’hypothèse que des 
DWNT pouvaient être bioaccumulés de manière non homogène dans cet organe. Dans la mesure où 
ces échantillons peuvent être analysés en plusieurs fois dans leur intégralité, ce qui permet de disposer 
de plusieurs réplicas de mesure de dosage isotopique, l’amélioration du protocole de broyage n’est 
donc pas absolument nécessaire. 
L’EtOH constituant une source de carbone facilement accessible et beaucoup plus simple en termes 
de mise en œuvre par rapport aux gaz carbonés, il serait intéressant d’optimiser les paramètres de 
synthèse, tels que la nature du catalyseur, la pression à l’intérieur du réacteur et le mécanisme 
fournissant l’EtOH, pour améliorer le taux de rendement et la qualité structurale de ces NTC. Il faut 
cependant noter que le coût élevé de synthèse de NTC enrichis en 
13
C limite leur utilisation à des 
études très ponctuelles et que la mesure du rapport isotopique 
13
C/
12C ne peut pas s’appliquer à des 
NTC non enrichis en 
13
C.  
Malgré le coût élevé de leur production, les réponses positives obtenues en termes de détection des 
DWNT enrichis en 
13
C au niveau des foies de larve présentent un intérêt certain. Le développement du 
protocole de dosage des NTC par analyse isotopique mérite donc d’être poursuivi, de façon à 
confirmer l’hypothèse d’une bioaccumulation de DWNT dans le foie des larves de xénope. Afin de 
limiter les quantités de NTC enrichis en 
13C nécessaires à l’exposition des larves, il est possible de 
travailler, dans un premier temps, à partir de larves de xénope exposées à une concentration en NTC 
limitée à 1 mg/L. Il serait par la suite intéressant d’adapter ce protocole à d’autres organes ou régions 
d’intérêt et d’autres organismes, et ce en faisant varier des paramètres tels que la concentration en 
NTC, leur nature et leur état initial de dispersion. Une alternative pour réaliser l’ensemble de ces 
études serait d’utiliser la technique de dosage des NTC par mesures diélectriques, développée dans le 
cadre de ces travaux. Quelque soit la méthode choisie, il est cependant difficilement envisageable de 
travailler sur des parties en contact avec le milieu d’exposition, telles que la peau ou les corbeilles 
branchiales, car il est impossible de faire la distinction entre les NTC adsorbés et ceux absorbés. Il 
apparait également difficile de travailler sur des tissus musculaires, sur les reins ou sur la vésicule 
biliaire de larves de xénope, car leur faible taille (notamment aux stades larvaires auxquels nous 
travaillons) rend leur prélèvement délicat. Enfin, ces techniques ne permettent pas d’envisager une 
localisation précise des NTC au sein des compartiments biologiques (distribution cellulaire, tissulaire, 
etc.). 
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En revanche, la technique de dosage par mesure diélectrique serait adaptée pour confirmer ou 
infirmer que la quantité de NTC ingérés par les larves dépend à la fois de la concentration d’exposition 
et de la nature des NTC. Elle pourrait, par ailleurs, être utilisée pour suivre l’ingestion et l’excrétion, 
par exemple dans le cadre d’une étude de dépuration, mais également pour savoir si le sang des larves 
constitue un vecteur de contamination ou d’excrétion des NTC. 
 
Une inhibition significative de la croissance, par rapport aux larves de xénope de la condition T-, a 
été mise en évidence chez les larves exposées dans certaines conditions aux DWNT ou aux MWNT. 
Une question fondamentale est de savoir si cet effet est réversible ou pas, dès lors que l’exposition aux 
NTC cesse. Il serait également intéressant d’étudier les éventuelles conséquences d’une exposition de 
12 jours à des NTC après dépuration (35 jours) sur une fonction biologique essentielle chez 
l’amphibien, telle que la métamorphose. En effet, la durée du développement larvaire et la taille 
atteinte par les juvéniles sont des paramètres primordiaux pour que ces organismes puissent échapper 
aux prédateurs dans le milieu naturel. La présence de certains contaminants environnementaux dans 
les milieux naturels est pour ces raisons incriminée dans le déclin généralisé des populations 
d’amphibien. Des essais préliminaires effectués dans le cadre de NAUTILE montrent que, si cette 
inhibition de croissance persiste jusqu’à la métamorphose, elle n’empêche nullement qu’ait lieu cette 
dernière, qui est même initiée et révolue plus rapidement chez les individus exposés aux MWNT que 
ceux de la condition T-. Par conséquent et selon le principe de l’allocation énergétique, ces individus 
sont de plus petite taille que les T-.  
Il convient également de vérifier si les NTC bruts ou dispersés peuvent réellement entraîner des 
effets d’hypoxie suite à leur adsorption au niveau des corbeilles branchiales, en mesurant par exemple 
le taux d’oxygène dissous dans le sang. 
En ce qui concerne les larves de xénope exposées à 50 mg/L MWNT dispersés à l’aide de CMC, 10 
ou 50 mg/L DWNT dispersés à l’aide de GA et simultanément à 0,1 mg/L de DWNT et 30 mg/L de 
Pb(II) ou simultanément à 10 mg/L de DWNT et 1 ou 30 mg/L de Pb(II), l’absence de génotoxicité 
significative par rapport au T- pourrait ne pas avoir été mis en évidence à une concentration 
supérieure, en raison du niveau d’intoxication des larves. En effet, l’index mitotique des érythrocytes 
de ces larves est significativement inférieur à celui des larves de la condition T-, alors que la formation 
des MN est directement dépendante de l’activité mitotique des érythrocytes dans le sang circulant des 
animaux. Il se pourrait donc que la toxicité chronique observée dans ces conditions d’exposition et de 
co-exposition masque la génotoxicité en inhibant la formation des MN dans le sang des larves. 
Afin de vérifier que la présence de GA à une concentration (initiale) de 50 mg/L soit responsable 
de la diminution de la toxicité chronique des MWNT dispersés, des bioessais pourraient être menés 
avec la même gamme de concentrations (0,1 – 1 – 10 – 50 mg/L) mais en dispersant les MWNT avec 
une concentration plus faible en GA. Un autre agent dispersant, tel que la lysophosphatidylcholine 
dont les propriétés similaires à celles de la GA ont été rapportées chez les daphnies, pourrait constituer 
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une autre piste de recherche. Cependant, les résultats des bioessais devront être interprétés avec 
précaution, car la modulation des effets de toxicité et de génotoxicité pourrait être causée par une 
diminution de l’efficacité de dispersion des NTC avec celle de la concentration en agent dispersant ou 
du remplacement de la GA par la lysophosphatidylcholine, qui pourrait modifier la quantité de 
MWNT ingérés par les larves de xénope et/ou celle adsorbée au niveau des corbeilles branchiales. 
 
Malgré l’avancée de nos travaux et de ceux de l’ensemble de la communauté scientifique relative à 
l’évaluation des impacts potentiels des NTC dans l’environnement aquatique, nous ne sommes 
aujourd’hui toujours pas en mesure de prédire avec précision leur toxicité ni d’expliquer de manière 
sûre les mécanismes mis en jeu. Outre, la densité intrinsèque des NTC étudiés ou potentiellement 
retrouvés au sein des milieux aquatiques, nous devons considérer la complexité et la variabilité du 
milieu lui-même (sels dissous, organismes vivants, contaminants naturels ou d’origine anthropique, 
etc.) qui constituent autant de facteurs influençant la réactivité des NTC, vis-à-vis des systèmes 
vivants et donc la limite des réponses biologiques observées. Ceci est d’autant plus valable qu’ils ne 
seront pas exposés seulement à un type de NTC et que leur devenir et leur répartition dans le milieu 
aquatique pourraient être influencés par la présence simultanée, en concentration variable, de 
composés naturels de natures diverses, tels que des acides aminés, des substances humiques, des 
protéines et des lipides, de divers agents dispersants de synthèse, de plusieurs types de métaux lourds 
et de médicaments, etc. Il serait d’ailleurs intéressant de mener des expositions MN à partir de 
suspensions de DWNT ou de MWNT dispersés, en appliquant le protocole de dispersion mécanique et 
chimique mis au point, mais à l’aide d’acides humiques et/ou fulviques à une concentration réaliste 
d’un point de vue environnemental, même si elle ne permet pas de disperser efficacement et 
durablement les NTC, en l’absence de larves de xénope. 
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 Annexe 1 : Synthèse bibliographique (non exhaustive) 
Evaluation de la toxicité de NTC chez des organismes aquatiques 
 
Abréviations : Abs. : absence ; Conc. : concentration ; Signif. : significatif, -ve, -vement 
 
Référence 
(année) 
Matériel Caractéristiques Préparation Test biologique 
Critères 
d'évaluation 
Résultats 
 
Alloy et 
Roberts 
[113] 2011 
MWNT 
dispersés à l'aide 
de MON 
(Suwannee 
River) 
. Détermination des conc. 
MWNT par spectrométrie 
UV/vis 
. À pH 6 : D(MEB) ≈ 9,2 
µm ;  D(DLS) ≈ 129,1 nm 
; -21,7 mV (potentiel zêta) 
. À pH 7 : D(MEB) ≈ 6,5 
µm ;  D(DLS) ≈ 149,2 nm 
; -23,3 mV (potentiel zêta) 
. À pH 8 : D(MEB) ≈ 2,3 
µm ;  D(DLS) ≈ 142,4 nm 
; -25,8 mV (potentiel zêta) 
. Conc. MON = 15 mg/L 
. Fonctionnalisation 
non-covalente à l'aide de 
MON (Suwannee River) 
. Traitement de 
dispersion physique 
(sonotrode, 30 min, 
100W) 
. Repos (sédimentation) 
overnight 
. Effets du pH (ajout de 
HCl ou de NaOH) 
- Semi-statique 
(renouvellement quotidien 
des milieux et nourriture) 
1. Ceriodaphnia dubia 
a. 96h d'exposition 
Conc. MWNT = 0,5-1-2-4 
mg/L à pH 7 et 1-2-4-10 
mg/L à pH 6 et 8 
b. 7 jours d'exposition 
Conc. MWNT = 0,5-2,5-5 
mg/L à pH 6, 7,8 
2. Daphnia magna 
a. 96h d'exposition 
Conc. MWNT = 5-10 mg/L 
à pH 6, 7,8 
b. 21 jours d'exposition 
Conc. MWNT = 0,1-0,25-
0,5-1 mg/L à pH 7 
 
 
 
1a. Toxicité aiguë 
(mortalité) 
 
 
 
1b. Reprotoxicité 
 
 
2a. Toxicité aiguë 
(mortalité et 
croissance) 
 
 
2b. Reprotoxicité 
 
 
 
1a. Pas de différence signif. 
 
 
 
 
1b. Inhibition signif. à partir 
de 2,5 mg/L à pH 6 et 8, à 5 
mg/L à pH 7 
2a. Mortalité : pas de 
différence signif. 
Inhibition de croissance 
signif. à 5 et 10 mg/L, pas 
d'influence du pH 
2b. Inhibition signif. à partir 
de 0,25 mg/L 
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Edgington 
et al. [88] 
2010 
MWNT 
dispersés à l'aide 
de MON : 
. SR-MON : 
Suwannee River 
- MON 
. BR - MON : 
Black River - 
MON 
. ER - MON : 
Edisto River - 
MON 
. MWNT synthétisés par 
CCVD (décomposition 
d'un mélange ferrocène-
xylène) 
. Pureté > 95% (sous-
produits catalytiques 
métalliques et carbonés) 
. D ≈ 25 nm ;  L ≈ 50 µm 
. Conc. MON exprimées à 
partir du carbone 
organique dissous (COD) 
. D(MWNT+BR-MON) < 
D(MWNT+SR-MON) < 
D(MWNT+ER-MON) 
pour [COD]=15 mg/L ≈ 
D(MWNT+SR-MON) 
pour [COD]=18 mg/L 
. Potentiel zêta ≈ -30 mV 
. Solutions de MON 
filtrées à 0,2 µm 
. Traitement physique 
(sonotrode, 1h) + repos 
(1h) --> préparation des 
milieux d'exposition à 
partir du surnageant des 
solutions mères et 
détermination des conc. 
à partir des MWNT 
sédimentés 
. Daphnia magna 
- Exposition pendant 96h, 
semi-statique 
(renouvellement des 
milieux et nourriture : 
algues + YTC (levures+ 
nourriture pour poissons)), 
conc. (COD) = 15 mg/L et 
conc. (COD pour SR-
MON) = 2 à 20 mg/L 
 
- Dépuration (jusqu'à 28h, 
dans EDR ou solution 
MON, avec ou sans 
nourriture) après 24 h 
d'exposition 
 
. Ceriodaphnia dubia 
- Exposition pendant 7 
jours, semi-statique  
(renouvellement des 
milieux et nourriture : 
algues + YTC), conc 
(MWNT+MON) = 0,125 à 
1 mg/L 
. Toxicité aiguë 
 
 
 
 
 
. Observations 
réalisées sous 
binoculaire et en 
MET 
 
 
 
 
 
. Toxicité aiguë 
 
. Toxicité 
chronique 
(croissance et 
reproduction) 
. LC50 ≈ 2mg/L quelque soit 
conc. COD de SR-MON 
. LC50 (SR-MON) = LC50 
(BR-MON) < LC50 (ER-
MON) pour conc. MON = 15 
mg/L 
. Réponse de type effet-dose 
(mortalité + croissance) 
. Ingestion de MWNT ne 
franchissant pas les 
microvillosités 
. Ingestion de nourriture 
favorise signif. l'élimination 
des MNWT 
. Pas d'influence de la 
présence de MON dans le 
milieu de dépuration 
. Pas de mortalité signif. 
(<15%) 
. Inhibition de croissance et 
de reproduction (effet-dose) 
Kennedy et 
al. [89] 2008 
. MWNT 
. MWNT-OH 
. MWNT-COOH 
--> Bruts ou 
dispersés à l'aide 
de MON 
(Suwannee 
River) 
. Pureté > 95% 
. Traces de Fe, Ni, Co, O 
. 140 m²/g pour MWNT, 
150 m²/g pour MWNT-
OH et 115 m²/g pour 
MWNT-COOH 
. L = 10-30 µm 
. Dext = 10-30 nm pour 
MWNT, Dext = 20-30 nm 
pour MWNT oxydés 
. Deffectif = 209-223 nm 
pour MWNT, 181-187 nm 
pour MWNT oxydés 
. MWNT bruts, MWNT-
OH et MWNT-COOH 
commerciaux 
. Traitement mécanique 
"doux" et long (7 jours), 
puis repos (7 jours) 
. Fonctionnalisation 
non-covalente 
(Suwannee River, 160 
mg/L), filtration des 
solutions de MON 
(0,45µm) 
. Ceriodaphnia dubia  
. 48 h d'exposition 
. Conc. (mg/L) en MWNT 
en suspension : 
1a. MWNT : 39,5 
1b. MWNT : 25,1 - 59,6 
2. MWNT-OH : 120,2 
3. MWNT-COOH : 88,9 
. Dépuration (24h) 
. Toxicité aiguë 
 
 
 
 
 
 
. Observations 
macroscopiques 
 
 
. Observations 
réalisées sous 
binoculaire 
. MON non toxique 
1a. 7±12% de survie 
1b. Respectivement 95 et 
80% de survie (EC50 = 50,9 
mg/L) 
2. 80±20% de survie 
3. 100% de survie 
. Présence d'agglomérats au 
fond des récipients d'essai 
seulement en présence 
d'organismes 
. Ingestion de MWNT 
. Excrétion de MWNT 
facilitée par l'absorption de 
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 nourriture (algues) 
Li et Huang 
[111] 2011 
MWNT purifiés 
. 3 gammes de 
diamètre 
(MWNT-1, 
MWNT-2, 
MWNT-3) 
. 3 traitements 
physiques de 
dispersion 
(MWNT-M, 
MWNT-S, 
MWNT-US/O) 
. MWNT-1 : D=10-20 nm 
. MWNT-2 : D=30-40 nm 
. MWNT-3 : D=50-70 nm 
 
. MWNT-M : insolubles 
(sédimentation en 2h, 
agglomérats de 12,4 µm) 
. MWNT-S : insolubles 
(sédimentation en 2h, 
agglomérats de 10,1 µm) 
. MWNT-US/O : très 
solubles dans ED, peu 
solubles dans ER 
(agglomérats de 0,9 µm) 
. CCVD sur lit fluidisé + 
traitement acide 
(élimination des 
impuretés métalliques) 
. MWNT-M : agitation 
magnétique (24h) 
. MWNT-S : agitation 
magnétique (1h) + 
sonotrode (60 min, 
36W) 
. MWNT-US/O : bain 
US (24h, 125W) sous 
flux continu d'ozone 
(0,14 g/L) 
. Ceriodaphnia dubia 
1. Exposition (24h) de 
jeunes daphnies (<24h) 
2. Exposition (8 jours) 
d'adultes puis exposition 
(48h) des jeunes issues de 
leur reproduction 
. Semi-statique 
(renouvellement des 
milieux et nourriture toutes 
les 24h) 
. A partir de MWNT-3-S et 
MWNT-3-US/O 
3. Exposition (24h) à 10 
mg/L de MWNT-3-S et 
MWNT-3-US/O avec 
collecte d'individus après 
15-30-60 min et 24h + 
dépuration après rinçage 
1. Toxicité aiguë 
(mortalité et 
immobilisation) 
 
 
 
 
 
 
2. Reprotoxicité 
(adultes) 
Toxicité chronique 
(croissance des 
jeunes) 
 
3. Ingestion-
dépuration, 
adsorption 
(observations 
réalisées sous 
loupe binoculaire) 
 
1. LC50(MWNT-S) < 
LC50(MWNT-M) < 
LC50(MWNT-US/O) 
. Influence de la taille des 
agglomérats mais pas du 
diamètre des MWNT 
. Adsorption de MWNT-M et 
MWNT-S --> immobilisation 
des daphnies 
2. EC50(MWNT-3-S) < 
EC50(MWNT-3-US/O) 
. Inhibition de croissance 
équivalente pour une 
concentration 10 fois plus 
faible en MWNT-US/O  
3. Vitesse d'ingestion 
MWNT-3-S > MWNT-3-
US/O 
. Taux de remplissage du tube 
digestif  par MWNT-3-S > 
MWNT-3-US/O 
. Vitesse d'excrétion MWNT-
3-S < MWNT-3-US/O 
. Adsorption (appendices 
thoraciques et soies) : 
MWNT-3-S > MWNT-3-
US/O 
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Mouchet et 
al. [117] 
2007 
DWNT bruts . %mC ≈ 90 
. 985 m²/g 
. Présence de sous-
produits métalliques 
encapsulés dans des 
coques de C 
. Abs. de fibre de carbone 
. Dint = 0,6 à 2,6 nm, 
Dext = 1,2 à 3,2 nm ; 
D(faisceaux) = 10 à 
20 nm 
. L = 1 à > 100 µm 
. CCVD 
. Traitement acide non 
oxydant (HCl), puis 
filtration (0,45 µm) 
. Aucun traitement 
physique ou chimique 
de dispersion 
. Larves d'amphibien 
axolotl (Ambystoma 
mexicanum) 
. Conc. = 1 mg/L à 1g/L 
. Essai micronoyau (MN) 
. 12 jours d'exposition 
. Semi-statique 
. Nourriture non vivante 
. Toxicité aiguë 
. Génotoxicité 
. Observations 
réalisées sous 
loupe binoculaire 
 
. Pas de mortalité 
. Pas d'induction de MN 
. Ingestion de DWNT 
Mouchet et 
al. [104] 
2008 
DWNT bruts cf. Mouchet et al., 2007 . CCVD 
. Traitement acide non 
oxydant (HCl), puis 
filtration (0,45 µm) 
. Aucun traitement 
physique ou chimique 
de dispersion 
. Larves d'amphibien 
xénope (Xenopus laevis) 
. Conc = 10-100-500 mg/L 
. Selon essai MN 
. 12 jours d'exposition 
. Statique 
. Avec/sans oxygénation 
. Nourriture déshydratée 
. Toxicité aiguë 
 
 
 
. Toxicité 
chronique 
. Génotoxicité 
. Observations 
réalisées sous 
loupe binoculaire, 
en microscopie 
optique et en MET 
+ analyse en 
spectroscopie 
Raman 
. Sans oxygénation : 85% 
mortalité à 500 mg/L 
. Avec oxygénation : 5 à 15 % 
mortalité 10-100-500 mg/L 
. Inhibition de croissance 
(effet dose) 
. Pas d'induction de MN 
. Ingestion de DWNT 
. Présence de masses noires 
au niveau des corbeilles 
branchiales 
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Mouchet et 
al. [105] 
2009 
DWNT bruts ou 
dispersés à 
l’aide de gomme 
arabique (GA) 
cf. Mouchet et al., 2007 
 
. Traitement acide non 
oxydant (HCl), puis 
filtration (0,45 µm) 
. Traitement physique 
(UT, bain US) 
. Fonctionnalisation non 
covalente (GA) 
. Larves d'amphibien 
xénope (Xenopus laevis) 
. Conc. DWNT = 0,1-1-10-
50mg/L 
. Conc. GA = 50 mg/L 
. Essai MN 
. 12 jours d'exposition 
. Semi-statique 
. Nourriture déshydratée 
. Toxicité aiguë 
 
. Toxicité 
chronique 
 
 
. Génotoxicité 
 
. Observations 
réalisées sous 
binoculaire, en 
microscopie 
optique et en MET 
+ analyse en 
spectroscopie 
Raman  
. Mortalité à 10 et 50 mg/L de 
DWNT bruts 
. Inhibition de croissance 
(effet dose) signif. à partir de 
10mg/L(DWNT bruts ou 
dispersés) 
. Génotoxicité à 1 mg/L de 
DWNT dispersés 
. Ingestion de DWNT, mais 
non détectés dans la paroi 
intestinale 
. Présence de masses noires 
au niveau des corbeilles 
branchiales 
. DWNT non détectés dans le 
sang 
Mouchet et 
al. [106] 
2010 
. MWNT bruts . MWNT Graphistrength 
C100 (CCVD) 
. %mC ≈ 90 ;  
. 210-260 m²/g 
. Présence de sous-
produits métalliques 
encapsulés dans des 
coques de C 
. %mAl ≤ 7 
. %mFe ≤ 5 
. Présence de fibres de 
carbone 
. 5 à 10 parois 
. Dext = 10-15 nm  
. L = 0,1-10 µm 
. Traitement physique 
(bain US) 
. Larves d'amphibien 
xénope (Xenopus laevis) 
. Conc. = 0,1-1-10-50 mg/L 
. Essai MN 
. 12 jours d'exposition 
. Semi-statique 
. Nourriture déshydratée 
. Toxicité aiguë 
. Toxicité 
chronique 
. Génotoxicité 
. Observations 
réalisées sous 
binoculaire, en 
microscopie 
optique et en MET 
. Pas de mortalité 
. Inhibition de croissance 
(effet dose) signif. à 50 mg/L 
. Pas d'induction de MN 
. Ingestion de MNWT, mais 
non détectés dans la paroi 
intestinale 
. Abs. de masses noires au 
niveau des corbeilles 
branchiales 
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Olasagasti 
et al. [116] 
2009 
MWNT oxydés 
et dispersés à 
l'aide de Tween 
20 
Caractérisation des 
MWNT bruts seulement : 
. %mC > 90 
. Carbone désorganisé non 
détecté 
. %mAl = 0,56 
. %mFe = 0,93 
. %mSi < 0,1 
. %mMg < 0,1 
. Dext = 10-15 nm 
. L = 0,1 - 10 µm 
. 5 à 15 parois 
. Fonctionnalisation 
covalente par traitement 
acide oxydant (HNO3) à 
reflux (60°C, 2h) avec 
sonication (bain US) 
continue, puis étapes 
répétées rinçage-
filtration (0,2 µm) et 
séchage à l'étuve 
. Fonctionnalisation 
non-covalente (Tween 
20, 160 mg/L) 
Crustacés pélagiques 
(Daphnia magna) : 
. Conc. = 3-6-12-16 mg/L 
. 24 - 48h d'exposition 
. Statique 
 
Embryons de poisson 
(Danio rerio) : 
. Conc. = 3-6-12 mg/L 
. 22 - 46h d'exposition 
. Statique 
. Toxicité aiguë 
 
 
 
 
 
. Toxicité aiguë 
 
 
. Toxicité à long 
terme : 
1. Inhibition du 
cycle cellulaire 
2. Activités 
tumocides et 
bactéricides des 
macrophages 
3. Neurotoxicité 
. Immobilisation à partir de 6 
mg/L (réponse effet-dose + 
temps d'exposition) 
. Pas toxicité induite par le 
Tween 20 (160 mg/L) 
 
. 35 à 45% mortalité (effet-
dose) à partir de 3 mg/L 
. Tween 20 : faible mortalité  
. Induction signif. des gènes : 
1. Ahr2 à partir de 3 mg/L 
 
2. iNOS à 12 mg/L 
 
 
 
3. NMDAR à 12 mg/L 
Roberts et 
al. [97] 2007 
SWNT dispersés 
à l'aide de 
lysophos-
phatidylcholine 
(LPC) 
. Pureté : 85% (<15% 
cendres) 
. Diamètre = 1,2 nm 
. Poids moléculaire moyen 
: 106 Da 
 
. en présence de daphnies, 
conc. = 2,5-5-10-20 mg/L, 
statique, sans nourriture 
 déstabilisation de 
toutes les suspensions 
après 48h d'exposition et 
après 24h pour les 2 plus 
faibles conc.  
 
. Fonctionnalisation 
non-covalente (LPC, 
solution mère de 
SW:LPC = 1:5) 
. Traitement physique 
(sonotrode, 30 min) 
. Conservation du 
surnageant après 
centrifugation (3 min, 
6177 g RCF) 
. Daphnia magna 
. Exposition pendant 96h : 
1. Conc. = 2,5-5-10-20 
mg/L, semi-statique, 
nourriture (algues+levures) 
 
 
 
 
 
2. Conc. = 0,1-0,25-0,5-1-
2,5 mg/L, semi-statique, 
sans nourriture 
. Toxicité aiguë 
 
 
 
. Observations sous 
binoculaire et 
analyses en 
spectroscopie 
Raman 
 
. Toxicité aiguë 
1. Mortalité de 20 et 100% à 
10 et 20 mg/L respectivement 
. Immobilisation (non 
mesurée) 
. Ingestion de SWNT (<1h) 
. NTC adsorbés à la surface 
des daphnies 
. Agglomérats de NTC au 
fond de la verrerie 
 
3. 20% de mortalité pour T- 
. augmentation du taux de 
survie jusqu'à 0,5 mg/L puis 
diminution (effet hormésie) 
Smith et al. 
[115] 2007 
SWNT dispersés 
à l'aide de 
dodécylsulfate 
de sodium 
(SDS) 
. D = 1,1 µm 
. L = 5-30 µm 
. Pureté > 96,3% 
(Al≤0,08; Cl≤0,41; 
Co≤2,91; S≤0,29) 
. Traitement de 
dispersion physique 
(bain à US, 2h, 35 kHz) 
. Fonctionnalisation 
non-covalente à l'aide de 
SDS (solution mère de 
. Oncorhynchus mykiss 
(poisson) 
. 10 jours d'exposition 
. Semi-statique (milieux 
renouvelés à 80% toutes les 
12h) 
. Observations 
réalisées en 
microscopie 
optique 
 
 
. Ingestion de SWNT, fusion 
de villosités, inflammation de 
la muqueuse 
. Abs. de SWNT dans le foie 
et le cerveau 
. Peu ou pas de toxicité du 
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0,5 g/L de SWNT + 3 
g/L de SDS) 
. Sans nourriture 
. Conc. (SWNT+SDS) = 
0,1+0,03 - 0,25+0,075 - 
0,5+0,15 mg/L 
. Echantillonnage avant 
exposition, après 4 et 10 
jours d'exposition 
 
 
. Toxicité aiguë 
(mortalité, 
comportement) 
 
 
. Toxicité 
chronique 
 
 
 
- Toxicité 
respiratoire 
 
 
 
 
. Observations sous 
binoculaire et en 
microscopie 
optique 
 
 
 
 
 
- Stress oxydant 
 
 
 
 
- Pathologies 
cellulaires 
SDS, peu d'effets attribuables 
au jeûne 
. Comportement agressif 
après 3-4 jours d'exposition, 
morsures (nageoires), 
augmentation de la mortalité 
après 7 jours d'exposition 
. SWNT = agent toxique 
agissant à la surface des 
branchies et induisant un effet 
indirect (via le système 
vasculaire) 
- Augmentation signif. du 
taux de ventilation (effet-
dose) 
Perturbation du transport de 
Zn et Cu au niveau des 
branchies 
Irritation des branchies 
(mucocytes gonflés, œdèmes 
au niveau des lames 
secondaires et hyperplasie de 
lames primaires) 
Sécrétion importante de 
mucus, agglomérats de 
SWNT associés aux 
mucoprotéines 
- Production de GSH suite à 
une hypoxie modérée 
Abs. de pathologies (foie et 
cerveau) associées à la 
peroxydation lipidique 
- Perturbation du cycle 
cellulaire (foie, cellules 
proches des vaisseaux 
sanguins) 
Lésion vasculaires (cerveau 
en surface) 
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Templeton 
et al. [96] 
2006 
3 types de NM 
(fractions de 
taille) issues de 
SWNT purifiés 
. Pas d'impuretés 
métalliques 
. SWNT purifiés, longs, 
hydrophobes 
. Nanocônes de carbone, 
L=50->100 nm, D<10 nm, 
hydrophobes 
. Sous-produits de 
synthèse, L<18 nm, 
D<1nm, solubles 
. Synthèse par arc 
électrique 
. Traitement acide 
oxydant (HNO3) et 
extraction à la soude 
. Séparation par 
électrophorèse (3 tailles) 
. Amphiascus tenuiremis 
(copépodes) 
. Conc. = 0,58-0,97-1,6-10 
mg/L 
. Essais menés pendant un 
cycle complet de 
développement 
. 28 à 35 jours 
. Semi-statique : 
renouvellement des milieux 
+ nourriture (algues) tous 
les 4 jours 
. Toxicité aiguë 
(mortalité) 
 
 
 
. Toxicité 
chronique 
(développement, 
durée de stades) 
 
. Reprotoxicité 
(succès de 
reproduction, 
viabilité des 
pontes) 
. Binoculaire et 
microscopie 
confocale à 
balayage 
. SWNT : pas de ≠ signif. 
. Toxicité aiguë nanocônes 
(36% à 10 mg/L) < sous-
produits (81% à 10 mg/L) 
. SWNT : pas de ≠ signif. 
. Toxicité chronique 
nanocônes (34% à 10 mg/L) < 
sous-produits (signif. à toutes 
les conc. et surtout à 
10 mg/L) 
. SWNT : pas de ≠ signif. 
. Nanocônes : problème de 
reproduction à 10 mg/L 
. Sous-produits : impossible à 
évaluer à 10 mg/L 
 
. Ingestion et excrétion de 
NM 
Youn et al. 
[101] 2012 
SWNT dispersés 
à l'aide de 
gomme arabique 
(GA) 
SWNT+GA : 
. Pureté ≈ 87% 
. %m Fe : 1,7 
. L = 0,3-1,2 µm 
. Fonctionnalisation 
non-covalente (GA, SM 
: 200 mg/L de SWNT + 
10 mg/L de GA) 
. Traitement de 
dispersion  physique : 
cuve à US (1h30)  puis 
sonotrode (10 min) 
. Centrifugation (20000 
tpm, 2h30) et 
préparation des milieux 
d'exposition à partir du 
surnageant 
. Pseudokirchneriella 
subcapitata (algue verte 
unicellulaire d'eau douce) 
. 96h d'exposition 
1. Conc. SWNT = 0,01-
0,05-0,25-0,5 mg/L 
Conc. GA = 0,023 ou 0,046 
% (v/v) 
2. Conc. SWNT = 0,5 mg/L 
ou 1 mg/L 
Conc. GA = 0,04-0,07-0,1-
0,17 % (v/v) 
1. Croissance 
(taille) 
 
 
 
 
 
 
 
2. Croissance 
(conc. 
chlorophylle-α) 
 
 
 
- Stress oxydant 
(conc. GSH) 
1. Inhibition de croissance à 
0,025-0,5 mg/L de SWNT 
avec 0,023% de GA + 
déformation de la membrane 
cellulaire et abs. de SWNT en 
surface et à l'intérieur (MET) 
Stimulation de croissance si 
0,046% de GA, quelque soit 
conc. en SWNT 
2. Conc. chl-α (0,5 mg/L 
SWNT)  signif. > témoin, 
quelque soit conc. GA 
Conc. chl-α (1 mg/L SWNT) 
signif. < témoin si conc. GA 
<  0,17% 
- Conc. GSH signif. > témoin 
quelque soit conc. GA, sauf 
pour conc. max en 
SWNT+conc. min en GA 
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Zhu et al. 
[107] 2009 
. SWNT 
. MWNT 
. D(SWNT) < 2nm ; 
D(MWNT) = 10-20 nm 
. L = 5-15 µm 
. Pureté(SWNT)>90 % ; 
pureté(MWNT)>98 % 
. Dispersion mécanique 
(magnétique et 
agitation) 
. Agitation continue 
pendant la période 
d'essai (140 tpm) 
. Daphnia magna 
. Conc. = 0,1-0,5-1-5-10-
50-100 mg/L 
. 48h d'exposition 
. Statique  
. Pas de nourriture 
. Toxicité aiguë 
 
 
- Mortalité 
 
- Immobilisation 
 
. Observations 
réalisées sous 
binoculaire 
. Même tendance (dose-
réponse) mais toxicité 
SWNT>MWNT : 
- LC50(SWNT) = 2,43 mg/L ; 
LC50(MWNT) = 22,75 mg/L 
- EC50(SWNT) = 1,31 mg/L ; 
EC50(MWNT) = 8,72 mg/L 
. Ingestion de NTC 
. Adsorption de NTC (surtout 
aux fortes conc.) 
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 Annexe 2 : Principe de la microscopie électronique en transmission 
(MET) 
 
La microscopie électronique en transmission (MET) est basée sur le principe de diffraction des 
électrons. Un faisceau électronique parallèle est généré par un canon à électrons (figure S.1A, étage 1) 
composé d’une source d’électrons (dans notre cas, un canon thermoélectronique constitué d’une pointe 
LaB6 ou d’un filament de tungstène), d’un système de focalisation et d’un accélérateur d’électron. Les 
électrons se déplacent alors dans le vide (présence d’une pompe à vide) vers la partie basse de la 
colonne optique électronique équipée de systèmes de lentilles électromagnétiques. Le mode 
d’éclairement de l’échantillon (parallèle ou convergent), la densité de courant électronique et 
l’ouverture du faisceau peuvent ainsi être modifiés en agissant sur des condensateurs (figure S.1A, 
étage 2). Le faisceau électronique interagit ensuite avec l’échantillon (figure S.1A, étage 3), dont 
l’épaisseur doit être très faible pour être traversée par le faisceau. Une première image agrandie de 
l’objet (i.e. image intermédiaire) se forme au niveau de la lentille objectif. 
En changent le mode d’excitation du système projecteur composé d’une lentille de diffraction, 
d’une lentille intermédiaire, et de deux lentilles de projection finales (figure S.1A, étage 4), il est 
possible d’obtenir une image de l’échantillon ou un cliché de diffraction (figure S.1B). En mode 
image, le faisceau électronique traverse l’échantillon, de telle sorte que les électrons sont plus ou 
moins absorbés selon l’épaisseur, la densité et la nature chimique de l’échantillon. En plaçant le 
détecteur dans le plan image, on peut, par transparence, observer une image contrastée de la zone 
irradiée. Il est possible d’agir sur l’ouverture du diaphragme (figure S.1A, étage 3) pour ajuster le 
contraste. Quant au mode diffraction, il  utilise le comportement ondulatoire des électrons. Lorsque le 
faisceau traverse un échantillon cristallographique (matière organisée), il est diffracté en plusieurs 
petits faisceaux (i.e. dévié dans certaines directions dépendant le l’organisation des atomes) qui sont 
recombinés par des lentilles magnétiques pour reformer l'image au niveau du plan focal image. Du fait 
de l’arrangement du carbone au niveau des NTC (structure cristalline), ce mode n’a été utilisé que 
pour faire la mise au point. 
Les lentilles magnétiques présentent au niveau de la partie basse de la colonne permettent 
également d’agrandir l’image et de faire la mise au point. L’image de l’échantillon (ou cliché de 
diffraction) ainsi obtenue est transformée en image photonique sur un écran phosphorescent, puis 
enregistré par un capteur de type CCD (figure S.1A, étage 5). Ce composant électronique permet de 
convertir le rayonnement électromagnétique en un signal électrique analogique, qui par la suite est 
amplifié, numérisé et traité de façon à obtenir une image numérique.  
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Figure S. 1 : (A) Schéma d’un microscope électronique en transmission (MET). (B) Représentation schématique 
du trajet des électrons en modes image et diffraction [245]. 
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 Annexe 3 : principe de la spectroscopie Raman et application aux 
nanotubes de carbone 
 
Un matériau éclairé par une lumière monochromatique (i.e. radiation électromagnétique excitatrice 
provenant en général d’une source laser, et donc de fréquence connue) réfléchit ou absorbe une 
fraction des photons constituant cette radiation. Une fraction bien plus faible est diffusée dans toutes 
les directions de l’espace par les molécules constituant le matériau. La plupart d’entre elles absorbent 
l’énergie de ces photons (qui correspond à l’écart entre le niveau énergétique actuel de la molécule et 
un autre niveau permis), accèdent à un état électronique excité puis libèrent des photons avec la même 
énergie. Ce phénomène de diffusion sans changement de fréquence, et donc de longueur d’onde, par 
rapport à celle du rayonnement excitateur est la diffusion élastique ou diffusion Rayleigh. 
Toutefois, pour moins d’un millionième des photons diffusés, un changement de fréquence est 
observé. Les molécules absorbent seulement une partie du rayonnement incident, de telle sorte qu’elles 
transitent dans un état intermédiaire virtuel et redescendent sur un niveau réel en libérant une énergie 
différente de celle absorbée. On parle alors de diffusion inélastique. La fréquence νd des photons ainsi 
diffusés peut être inférieure à la fréquence ν0 du rayonnement excitateur (diffusion Stokes ; équation 
S.1) ou supérieure à celle-ci (diffusion anti-Stokes ; équation S.2). La diffusion Stokes émettant un 
signal plus important, c’est celle-ci qui est généralement exploitée en spectroscopie Raman. 
 
d 0 d 0 vν < ν , avec ν = ν - ν  (S.1) 
d 0 d 0 vν > ν , avec ν = ν + ν  (S.2) 
 
Les écarts de fréquence νv sont égaux aux fréquences de vibration de la molécule considérée. Les 
raies (ou bandes) Stokes des spectres Raman sont positionnées en abscisse en fonction du nombre 
d’onde relatif (en cm-1), qui est proportionnel à la fréquence de vibration νv et donc caractéristique de 
la molécule. L’intensité des bandes est donnée en ordonnées.  
Dans le cas des NTC, la diffusion Raman Stokes crée des vibrations des atomes de carbone suivant 
plusieurs directions (figure S.2) qui expliquent la distinction entre : 
 
 Les modes de vibrations radiales, appelées aussi modes de respiration (en anglais Radial 
Breathing Mode, RBM) aux faibles nombres d’onde (100 à 300 cm-1). Chaque bande des 
RBM est spécifique à un NTC de chiralité (n,m) donnée. Les positions des bandes des 
RBM dépendent du diamètre des NTC
 
; 
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 La bande G (bande Graphite) située vers 1580 cm-1. Elle est caractéristique des doubles 
liaisons carbone de conformation sp
2
, qui composent notamment le graphite
 
; 
 
 La bande D (disorder en anglais) située vers 1320 cm-1. Elle correspond au processus de 
double résonance qui implique la présence d’un défaut dans la structure sp2 du carbone. 
L’intensité et la largeur de cette bande sont positivement corrélées à la présence de 
défauts de structure ; 
 
 La bande G’2D vers 2600 cm
-1
. Elle correspond à la seconde harmonique de la bande D, 
mais ne dépend pourtant pas des défauts (sp
3
) et est moins sensible aux pertes de 
résonnance engendrées par les fortes quantités de défauts (sp
3
). 
 
 
  
Figure S. 2 : Vibrations des atomes de carbone composant un NTC, selon (A) la direction radiale (mode RBM) 
et (B) les directions tangentielles (axiale et longitudinale, modes de la bande G) [246]. 
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 Annexe 4 : principe de l’analyse par Dynamic Light Scattering (DLS) 
 
L’analyse d’une suspension par diffusion dynamique de la lumière (en anglais Dynamic Light 
Scattering, DLS) repose sur la mesure du mouvement brownien des particules, mouvement aléatoire 
issu des collisions permanentes entre les particules et les molécules de solvant. En pratique, plus la 
particule est grosse et plus le mouvement est lent, alors que les collisions entre les molécules de 
solvant et les petites particules induisent des déplacements plus rapides et plus amples. 
La technique DLS ne mesure pas directement la vitesse des particules, mais évalue leur diamètre à 
partir du coefficient de diffusion translationnelle (D) décrit par l’équation de Stokes-Einstein 
(équation S.3). Le diamètre hydrodynamique (dH) est défini comme le diamètre d’une sphère ayant le 
même coefficient de diffusion translationnelle que celui de la particule. Il s’exprime en fonction de la 
viscosité (η) et de la température absolue (T) de la suspension, ainsi que la constante de Boltzmann 
(k). 
 
H
kT
d =
3πηD
 (S.3) 
 
Le coefficient de diffusion translationnelle dépend non seulement de la taille des particules, mais 
également de leur structure de surface et de la nature ionique du solvant. Ainsi la valeur du diamètre 
d’une particule non sphérique obtenu par DLS est équivalente à celui d’une sphère ayant la même 
vitesse de diffusion translationnelle que la particule non sphérique. 
 
Le montage est équipé d’un laser fournissant une source monochromatique dirigée vers 
l’échantillon. En considérant la suspension comme un système stationnaire (i.e. taille et position des 
particules inchangées), une partie de la lumière diffusée par les particules atteint un détecteur sous 
forme d’ondes déphasées et d’ondes en phase. Il en résulte respectivement des interférences 
destructives et constructives, qui se traduisent globalement par la mesure d’une intensité lumineuse 
plus ou moins importante. Du fait du mouvement brownien des particules, cette intensité varie 
également dans le temps. Comme le présentent les figures S.3A1 et S.3A2, le taux de ces fluctuations 
d’intensité est inversement proportionnel à la taille des particules. 
Un corrélateur numérique mesure le degré de similarité entre un signal et lui-même à des 
intervalles de temps différents (i.e. comparaison du signal à t avec les signaux à t+δt, t+2δt, t+3δt, 
etc.). Le pas de temps (δ t) doit être réduit à quelques nanosecondes ou microsecondes. Le corrélateur 
construit la fonction d’autocorrélation associée à ces fluctuations d’intensité. Elle traduit la probabilité 
de retrouver une particule à un instant t+δt au même point de l’espace où elle se trouvait à l’instant t et 
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matérialise la perte de corrélation du signal avec le temps. Plus les particules sont grosses, plus elles se 
déplacent lentement et plus le signal évolue lentement, et donc plus la corrélation va persister dans le 
temps (figure S.3B). La fonction d’autocorrélation des échantillons monodispersés se traduit 
généralement par une fonction exponentielle décroissante, alors qu’en ce qui concerne les suspensions 
polydispersées, elle intègre la somme d’un ensemble de fonctions exponentielles décroissantes. 
 
  
  
Figure S. 3 : (A) Schématisation des fluctuations temporelles d’intensité de la lumière diffusée par (A1) des 
petites ou (A2) des grosses particules d’une suspension colloïdale. (B) Fonctions d’autocorrélation 
(corrélogrammes) types obtenues en présence (B1) de petites et (B2) grosses particules. D’après [126]. 
 
La taille des particules est évaluée d’après la fonction d’autocorrélation par le biais de l’application 
d’algorithmes appropriés à des échantillons monodispersés ou polydispersés. L’allure du profil de 
distribution des tailles de particules composant l’échantillon est donné en intensité, mais également en 
nombre et en volume. Pour illustrer la différence entre ces profils de distributions, prenons l’exemple 
d’une suspension composée de particules sphériques de 5 nm et d’autant de particules de 50 nm. Le 
profil en nombre (figure S.4) donnera une distribution de taille sous forme de deux pics de ratio 1:1, 
alors le ratio des pics relatifs au profil en nombre sera 1:1000, le volume d’une sphère étant défini par 
la formule S.4.  
 
34 ( )
3 2
sphère
d
V

  (S.4) 
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Enfin le ratio des pics en intensité s’élève à 1:1000000, car d’après l’approximation Rayleigh 
l’intensité de diffusion est proportionnelle à d6. La contribution des petites particules en termes de 
lumière diffusée est donc très faible par rapport aux grosses particules. 
 
 
Figure S. 4 : Distributions en nombre, volume et intensité d’une suspension bimodale composée d’un nombre 
égal de particules de 5 nm et de particules de 50 nm. D’après [126]. 
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 Annexe 5 : Polarisation électronique et polarisation atomique 
 
Rappelons que l’objectif de la seconde partie du Chapitre V consistait à mettre au point une 
technique permettant de déterminer la concentration en DWNT dans une matrice biologique. Nous 
avons travaillé à une fréquence comprise entre 40 MHz. et 40GHz et à partir de suspensions aqueuses 
constituées d’une matrice biologique et de NTC. Or, la réponse diélectrique de ces constituants et de 
l’eau s’explique principalement par leur polarisation dipolaire. C’est pourquoi seul le principe de ce 
type de mécanisme a été présenté dans ce chapitre. 
Cette annexe tient lieu de complément puisqu’elle précise le principe de la polarisation 
électronique et de la polarisation atomique, qui se produisent respectivement dans la gamme IR 
(infrarouge) et UV (ultraviolet)-visible (figure S.5). 
 
 
Figure S. 5 : Evolution de la permittivité réelle ε  et de la permittivité imaginaire ε  en fonction fréquence du 
champ électrique extérieur et selon les différents mécanismes de polarisation des atomes et des molécules 
constituant le milieu diélectrique. D’après [222] et [223]. 
 
La polarisation électronique résulte de l’induction par le champ électrique d’un déplacement des 
électrons par rapport au noyau, de sorte que les barycentres des charges positives et des charges 
négatives ne sont plus superposés (figure S.6). Elle s’accompagne d’une distorsion du nuage 
électronique. Le temps d’établissement de cette polarisation est en général très court (≈ 10-15 s). Elle 
peut donc être observée jusqu’à des fréquences optiques (figure S.5). Des phénomènes de résonance 
résultent d’un déplacement de charges, contrarié par des forces de rappel proportionnelles à 
l’amplitude du déplacement. Ils sont caractérisés par une chute brutale de la permittivité réelle ε , 
avec changement de signe, et simultanément par un pic de la composante imaginaire ε  (figure S.6). 
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Figure S. 6 : Schématisation de la polarisation électronique au sein d’un atome [224]. 
 
La polarisation atomique touche les molécules dont le barycentre des charges négatives et celui des 
charges positives coïncident en l’absence de champ électrique extérieur. Il s’agit de molécules qui 
présentent une symétrie structurale, telles que les molécules de CO2. Les électrons engagés dans la/les 
liaison(s) de valence passent plus de temps dans le voisinage de(s) atome(s) le(s) plus 
électronégatif(s). Ce(s) dernier(s) semble(nt) donc porter une charge négative alors que le(s) autre(s) 
atome(s) semble(nt) porter une charge positive. Cependant, du fait de la symétrie structurale de 
l’ensemble de la molécule, la résultante des différents moments dipolaires est nulle en l’absence de 
champ. Ces molécules ne possèdent donc pas de moment dipolaire permanent. En revanche, 
lorsqu’elles sont soumises à un champ électrique externe, le déplacement des atomes (plus ou moins 
électronégatifs) les uns par rapport aux autres au sein de la molécule fait apparaître un moment 
dipolaire induit (figure S.7). Comme dans le cas de la polarisation électronique, des phénomènes de 
résonance sont observables. Cependant, les atomes ayant des masses 10
3
 à 10
4
 fois plus élevées que les 
électrons, la polarisation atomique se met en place rapidement mais cessera à des fréquences plus 
faibles que celles où disparait la polarisation électronique (figure S.5). La fréquence de coupure se 
situe dans le domaine des fréquences optiques infrarouges (≈ 1013 - 1012 Hz). 
 
 
Figure S. 7 : Schématisation de la polarisation atomique au sein d’une molécule composée d’un atome A plus 
électronégatif que l’atome B [224]. 
 
Résumé 
L’augmentation de la production et l’utilisation de nanotubes de carbone (NTC) soulèvent des inquiétudes 
vis-à-vis de leur dissémination dans l’environnement. Pourtant, les connaissances relatives à leur toxicité et leur 
bioaccumulation potentielles chez des organismes aquatiques sont encore très limitées. Les travaux rapportés ici 
sont basés sur une approche prospective à l’échelle du laboratoire, à l’aide d’un modèle aquatique, la larve 
d’amphibien Xenopus laevis. 
Les toxicités aiguë, chronique et génétique ont été évaluées après exposition des larves à des suspensions 
de DWNT ou de MWNT préparées selon différents protocoles de dispersion. Les effets potentiels de synergie 
entre des DWNT et du plomb ont par ailleurs été évalués. L’ingestion d’une quantité importante de NTC par les 
larves perturberait leur transit intestinal et l’assimilation de nutriments. Les réponses toxiques seraient modulées 
à la fois par le type de NTC, leur concentration, leur état de dispersion, la nature de l’agent dispersant, mais 
également par la présence de plomb et sa concentration. 
La localisation et le dosage des NTC dans des matrices biologiques demeurent des défis considérables. 
D’une part, le principe de détection de NTC par dosage isotopique du carbone (13C/12C) a été exploré chez des 
larves exposées à des NTC synthétisés à partir d’une source carbonée enrichie en 13C. Des essais préliminaires 
suggèrent la bioaccumulation hétérogène de 13C-DWNT dans le foie, mais elle reste à confirmer. D’autre part, 
une technique originale de dosage de DWNT a été mise au point par mesure de la permittivité complexe de 
suspensions de larves soumises à un champ électromagnétique dans la gamme micro-ondes. 
Mots-clés : nanotubes de carbone, écotoxicité, dispersion, co-exposition, dosage isotopique, mesures micro-ondes. 
 
Abstract 
The exponential rise in the production and the use of carbon nanotubes (CNTs) raises concerns about their 
spread in the environment. Nevertheless, few information is available about their potential ecotoxicity and 
bioaccumulation in aquatic organisms. Our work was based on a forward-looking approach at the laboratory 
scale, using an aquatic model, the amphibian larva of Xenopus laevis. 
The acute, chronic and genetic toxicities were assessed after the exposure of larvae to DWCNT or 
MWCNT suspensions prepared according to various dispersion protocols. The potential synergistic effects of 
raw DWCNTs and lead were also assessed. The ingestion of CNT could disrupt the intestinal transit and the 
assimilation of nutrients. The toxic responses seem to be modulated both by the kind of CNTs, their 
concentration, and their dispersion state, the nature of the dispersing agent, as well as the presence of lead and its 
concentration (co-exposure). 
The tracking and the quantitative analysis of CNTs in biological samples are still huge challenges. On the 
one hand, larvae were exposed to CNTs synthesized from 13C-enriched sources in order to investigate the 
principle of probing their presence using the 13C/12C ratio (isotopic labeling). Preliminary studies suggest an 
heterogeneous biomagnification of 13C-DWCNTs in the liver, which has to be confirmed by more extensive 
investigations. On the other hand, a new technique for the quantitative detection of CNTs was developed on 
larvae exposed to DWCNTs. It is based on the dielectric relaxation of the sample suspensions in a microwave 
electromagnetic field which allows the extrapolation of CNT concentrations from complex permittivity 
measurements. 
Key words: carbon nanotubes, ecotoxicity, biocompatible dispersion, co-exposure, carbon isotopic labeling, microwave 
permittivity measurements. 
